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Razvoj analiznih metod za določevanje analitov v medu. 
Povzetek 
Med je naravni kompleksni produkt čebel, ki nastane s procesiranjem nektarja ali mane. 
Sestavljen je iz vode, različnih sladkorjev, proteinov, organskih kislin, anorganskih 
mineralov in kovinskih kationov v sledovih. Prav slednji bi lahko služili za okoljski 
monitoring, saj lahko z določanjem njihove koncentracije v medu iz različnih geografskih 
območij spremljamo onesnaženost okolja. V medu se v manjših količinah nahajajo tudi 
proteini in peptidi, ki s svojim specifičnim biološkim delovanjem prispevajo k 
farmakološkim aktivnostim medu. Peptidi s protimikrobnim delovanjem so predvsem 
čebeljega izvora, torej izločki njihovih hipofaringealnih žlez, ki presnavljajo surovi med. 
Da bi lahko vzpostavili uporabne modele za določevanje botaničnega izvora medu in 
okoljskega monitoringa, smo med različnega botaničnega in geografskega porekla 
analizirali z optično emisijsko spektroskopijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-OES). 
Na podlagi pridobljenih rezultatov smo skušali najti povezavo med vsebnostjo kovin in 
okoljskim onesnaženjem. Izkazalo se je, da obstaja povezava med vsebnostjo svinca in 
aluminija glede na vsebnost antimikrobnih peptidov v medu.  
Za preučevanje peptidov v medu je pomembna njihova dobra ločba in vizualizacija. 
Osredotočili smo se na peptide manjše od 10 kDa, izmed katerih jih ima veliko tudi 
biološke učinke. Optimizirali smo nov protokol za poliakrilamidno gelsko elektroforezo 
z dodatkom natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE). Klasična metoda na osnovi 
glicinskega pufrskega sistema ni primerna, zato smo uporabili tricinski pufer. Poleg tega 
barvanje z Coomasssie Brillliant Blue barvilom ni primerno za vizualizacijo peptidov 
nizkih koncentracij zaradi prenizke občutljivosti, zato smo uporabili in optimizirali 
barvanje s srebrovim barvilom. Tako smo uspešno ločili peptidni lisi velikosti 5 in 7 kDa. 
Na osnovi literature sklepamo, da peptidno liso velikosti 5 kDa predstavljata defenzin-1 
in apisimin. Kateri proteini naj bi sestavljali peptidno liso velikosti 7 kDa iz literature ni 
bilo moč ugotoviti, saj kolikor je nam znano, omenjena proteinska lisa v medu še ni bila 
opažena in predstavlja pomembno novost našega raziskovalnega dela.  
Eksperimentalne rezultate smo kvantificirali v programu QuantityOne (Bio-Rad, ZDA) 
in pri tem kot pozitivno kontrolo uporabili matični mleček, saj vsebuje visoko vsebnost 
defenzina-1 in apisimina. Koncentracijo peptidnih lis smo podali kot ekvivalent ustrezne 
proteinske lise v znani količini matičnega mlečka. Rezultati so pokazali, da v referenčnem 
matičnem mlečku najdemo proteinsko liso 5 kDa, ne pa tudi 7 kDa. Nasprotno je v medu 
proteinska lisa 5 kDa prisotna v zgolj v sledovih, več pa je proteinske lise 7 kDa. Obe se 
v medu pojavljata neodvisno od njegovega geografskega in botaničnega izvora, saj med 
posameznimi kategorijami nismo določili statistično značilnih razlik. 
 
 




Development of Analytical Methods for Determining Analytical Markers in 
Honey. 
Abstract 
Honey is a complex natural bee product, produced by processing of nectar and excretions 
of insects. It consists of water, various sugars, proteins, organic acids, minerals and trace 
metals. The latter could be utilized for environmental monitoring, as environmental 
pollution can be monitored by determining the concentration of heavy metals in honey. 
Smaller quantities of peptides are also present in honey, which through their antimicrobial 
and anti-inflammatory action contribute to the pharmacological activity of honey. They 
are mostly peptides of animal origin, particularly excrements of bee hypopharyngeal 
glands, which process the raw honey. 
 
In order to establish useful models for determining the botanical source of honey and its 
usefulness for environmental monitoring, different honey samples were analysed with 
optical inductive coupled plasma emission spectrometry (ICP-OES). With the use of 
statistical analyses, we determined the variance between the concentrations of different 
elements in terms of geographical and botanical origin. Based on the results obtained, we 
tried to find a link between the content of heavy metals and environmental pollution. The 
content of various elements, especially heavy metals, can serve not only as a botanical 
and authenticy marker, but also as an indicator for environmental monitoring. 
 
To study peptides in honey, their separation and visualization are important. We focused 
on peptides below the size of 10 kDa and optimized a new protocol for SDS-PAGE since 
the classic glycine-based buffer system is not suitable. With tricine-SDS-PAGE we 
successfully separated two bands of peptides with apparent molecular masses of 5 kDa 
and 7 kDa and visualized them with silver staining. The peptide band of 5 kDa likely 
corresponds to defensin-1 and/or apisimin according to literature. Because the detection 
limit of Coomassie Brilliant Blue staining is insufficient for visualization of peptides with 
low concentrations, we also optimized the staining process using staining with silver 
nitrate. The results were quantified using QuantityOne software (Bio-Rad, ZDA) and 
royal jelly as control, since it is rich in protein and contains a high content of defensin-1. 
The concentrations of separated peptides were calculated by referencing royal jelly with 
a known concentration of defensin-1 peptide. The results showed the presence of the 5 
kDa peptide band in the royal jelly sample, but no 7 kDa peptide band. In honey, the 7 
kDa band was stronger than the 5 kDa peptide band, which was present only in small 
amounts. Both peptide bands were present in samples independently of botanic or 
geographic origin with no statistically significant differences between them. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
ICP-OES induktivno sklopljena plazemska atomska emisijska spektroskopija 
LOD meja detekcije (angl. limit of detection) 
 
LOQ meja kvantifikacije (angl. limit of quantification) 
 
AMP antimikrobni peptid 
 
NaDS-PAGE poliakrilna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
 
FRAP (angl. Ferric reducing antioxidant power assay) 
F-C  
ELP električna konduktivnost 
 
HMF hidroksimetil furfural 
 
ECD elektrokemijski detektor 
 




AA akril amid 
 
HPG hipofarnealna žleza 
 
MRJP proteini matičnega mlečka 









1.1 Definicija in izvor medu 
 
Med nastaja iz medičine, ki izhaja iz nektarja ali iz mane. Glede na izvor medičine 
poznamo nektarne, manine in mešane vrste medu. Akacijev, lipov in cvetlični med so 
nektarnega izvora, medtem ko gozdni, smrekov in hojev med izvirajo iz mane. Med je 
kompleksna naravna mešanica ogljikovih hidratov, beljakovin, vitaminov in kovin. 
Kovine, ki so v medu prisotne v višjih koncentracijah uvrščamo med makro hranila, 
recimo kalij. V manjših koncentracijah so prisotni kalcij, železo, magnezij, mangan, klor 
in cink1. Nekatere kovine prisotne v medu izhajajo iz okolja, ki so se akumulirale v naravi 
kot posledica industrije in prometa v preteklih letih. Med nam zato lahko služi kot 
bioindikator onesnaženosti okolja iz katerega izhaja2. 
Med ima kisel pH, ki variira glede na botaničen izvor. Najnižji pH ima cvetlični med (pH 
3,3-4,6) najvišjega pa kostanjev (pH 5,0-6,0). Najpomembnejša kislina v medu je 
glukuronska kislina, ki se tvori ob oksidaciji glukoze. Kljub temu le-ta bistveno ne 
prispeva h kislosti medu, saj se v njem nahaja v svoji laktonski obliki. Ostale kisline v 
medu so metanojska, etanojska, citronska, mlečna, malična, oksalna, piroglutaminska in 
sukcinska kislina. Med ima lastnosti pufra zaradi vsebnosti fosfatov, karbonatov in drugih 
mineralnih soli3. 
Ob kovinah, ki jih človeško telo nujno potrebuje za delovanje, se v medu pojavljajo tudi 
težke kovine kot so kadmij, svinec in kobalt. Te kovine se v medu pojavljajo v sledovih 
in je zato njihova detekcija otežena, saj potrebujemo kompleksne analizne postopke in 
metode za zaznavo zelo nizkih koncentracij.  
Človek s hrano zaužije majhne količine teh kovin, ki pa se s časom akumulirajo v telesu. 
Največkrat se kopičijo v jetrih in ledvicah, kjer povzročajo različna obolenja. Zato si 
prizadevamo, da bi bil vnos omenjenih kovin v telo čim manjši, za kar pa so pomembne 
analize, da določimo, v kateri hrani se nahaja največ kovin4. 
Verodostojne analize so otežene tudi zaradi možne kontaminacije vzorca, saj je med 
tekom pridobivanja v stiku z različnimi kovinskimi pripomočki, ki jih uporabljajo 
čebelarji pri svojem delu (čebelarske vilice, nož, točilo, cedilo)1. 
V svojem magistrskem delu sem validirala laboratorijsko metodo za določanje kovin v 
medu. Validacija je dokumentiran postopek preizkušanja in potrjevanja, da katerikoli 
material, proces, postopek, aktivnost ali sistem uporabljen pri razvoju, kontroli ali 




1.2 Sestava medu 
 
Med je živilo, ki vsebuje približno 180 organskih snovi, v masnem deležu pa ga 
sestavljajo predvsem sladkorji (fruktoza (25-45% m/m), glukoza (25-37% m/m), maltoza 
(2-12% m/m) in saharoza (0,5-3% m/m), voda, peptidi, proteini, organske kisline, 
vitamini, minerali, flavonoidi, fenolne spojine in hlapne komponente. Sestavine medu in 
njihovi deleži nihajo zaradi različnega botaničnega izvora, geografskega porekla in 
klimatske sezone6. Poleg tega med vsebuje še številne sladkorje, ki so razlikujejo glede 
na vir medu2. V medu so prisotne tudi številne spojine z antioksidativnimi lastnostmi, 
mednje sodijo predvsem polifenoli (kvercentin, kampferol, galangin, krizin, acacetin, 
pinocembrin, pinobanksin, apigein) in fenolne kisline (kavna, kumarna, cimetova in 
ferulna kislina), encimi (katalaza, glukoza oksidaza, peroksidaza), askorbinska kislina, 
karotenoidom podobne spojine, kisline, aminokisline in drugi proteini76. 
 
1.3 Kovine v medu 
 
Kationi težkih kovini v medu so za človeško zdravje potencialno nevarni, saj se v telesu 
lahko akumulirajo in z leti dosežejo potencialno toksično raven. Najpogostejše za zdravje 
nevarne kovine v medu so svinec, cink, arzen, nikelj, kadmij, baker, krom. Med kovinami 
v medu prevladuje kalij. 
Arzen: najpogostejši vir arzena so gnojila in pesticidi, v med pride preko rastlin, saj ga 
absorbirajo vse rastline. V naravi se nahaja v trivalentni in petvalentni obliki. As3+ je bolj 
toksična oblika, saj reagira z -SH skupinami proteinov in preko blokade aktivnega mesta 
inhibira encime. As5+ v obliki organskih arzenatov se lažje absorbira od As3+, še posebej 
preko prebavnega trakta. Absorpcija je omejena glede na velikost arzenitnih delcev in se 
akumulira predvsem v jetrih. Najbolj dovzetne za škodljive učinke arzenitov so celice, ki 
se aktivno delijo. Poleg poškodb delitve celic, lahko povzroči tudi vazodilatacijo in 
poškodbo kapilar. Arzenati (As5+) s substitucijo fosfata lahko prekinejo oksidativno 
fosforilacijo. Preko interakcije z vitaminoma B6 in B1 povzročajo demielinizacijo 
aksonov in sprožijo njihovo razgradnjo. Znani so tudi kardiotoksični učinki, DNA 
fragmentacija, apoptoza celic in funkcionalne spremembe ionskih kanalčkov89.  
Cink: Antropogeni viri cinka so talilnice žlindre, gnojila in impregnatorji za les, ki 
vsebujejo cink. Čeprav je cink pomemben za delovanje številnih encimov v organizmu 
pa lahko njegova previsoka koncentracija sproži tvorbo reaktivnih kisikovih spojin in 
izpodrine druge kovine iz aktivnih mest proteinov9. 
Svinec: v okolju se prenaša tudi po zraku in se nalaga v prsti. Preko koreninskega sistema 
prehaja v rastline in preko čebel v med. V telesu je nevaren predvsem zato, ker lahko 
zamenja nekatere kovine v metaloencimih in onemogoči njihovo normalno delovanje. 
Svinec je v naravi prisoten predvsem zaradi rudarjenja in livarstva47. 
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Nikelj: prisoten je v zraku, vodi in prsti, preko katere se tudi največkrat prenaša po 
ekosistemu. Njegova koncentracija v medu je težko določljiva, saj si različne raziskave 
niso enotne v njegovi prisotnosti v medu. 
Kadmij in baker: raziskave kažejo, da sta oba elementa najbolj zastopana pri medu, kjer 
je v okolici metalurška dejavnost. Vir kadmija je predvsem industrija1. 
Krom: krom se v medu nahaja v trivalentni obliki. Po absorbciji v telesu lahko pride do 
oksidacije v šestvalentno obliko, ki pa je kancerogena. Mejna vrednost zaužitega kroma 
na odraslo osebo na dan je 0,15 mg na kilogram telesne mase, v medu pa se nahaja v 
koncentracijah med 172,37 in 1220,3 mg/kg medu, kar je daleč pod mejnim dnevnim 
vnosom 0,15 mg9 ob predpostavki, da povprečen uporabnik zaužije okoli 3 g medu na 
dan48. 
Potrebno je poudariti, da se zaradi nizke vrednosti pH medu med točenjem lahko pojavi 
kontaminacija preko kovinskih pripomočkov. Predvsem s cinkom, kromom in svincem. 
Vendar pa takšna kontaminacija bistveno ne prispeva k povišani koncentraciji omenjenih 
kovin, jo je pa vsekakor smiselno upoštevati pri monitoringu1. 
 
1.4 Peptidi in proteini v medu 
  
V medu je prisotnih le 0,1-0,7% (m/m) proteinov10. Njihovo preučevanje je močno 
oteženo zaradi visoke vsebnosti sladkorjev, ki ovirajo karakterizacijo proteinov s 
konvencionalnimi pristopi, kot so ultracentrifugacija, ultrafiltracija in precipitacija ali 
obarjanje11. Koncentracija peptidov v medu je relativno nizka, vendar lahko kljub temu 
služijo kot biomarkerji za določevanje botaničnega izvora. Peptidi v medu so lahko 
markerji avtentičnosti z biološko aktivnostjo, saj prispevajo k farmakološkim aktivnostim 
v medu, kot sta na primer protivnetno in antimikrobno delovanje12. Peptidi in proteini v 
medu so lahko živalskega ali rastlinskega izvora. Le redkokateri proteini so rastlinskega 
izvora, kot je na primer encim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, ki izhaja iz rastline 
ledena zel11. Vrsta in količina proteinov v medu se razlikuje tudi glede na vrsto čebel in 
okolje. V magistrskem delu smo se osredotočili na peptide iz podvrste medonosne čebele, 
Kranjske sivke13. Proteini čebeljega izvora so predvsem encimi, ki jih čebele izločajo iz 
hipofarnegalne in mandibularne žleze ter sodelujejo pri metabolizmu sladkorjev. Ti 
proteini so glukoza oksidaza, α-glukozidaza (invertaza), β-glukozidaza, α-amilaza 
(diastaza), transglukozidaza in fosforilaza. Najbolj zastopan protein, ki nima encimske 
funkcije je t.i. poglavitni protein matičnega mlečka 1 (MRJP1, angl. Major Royal Jelly 
Protein 1). MRJP1 sodi v skupino devetih proteinov, ki so glikoproteini v velikosti od 49 
do 51 kDa14 in se med seboj razlikujejo predvsem po tipu glikozilacije15. Aminokislinske 
analize peptidov v medu kažejo na to, da je najbolj zastopan prolin, sledita fenilalanin in 
glutaminska kislina11.  
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Peptidi v medu lahko reagirajo s prisotnimi sladkorji po mehanizmu Maillardovih reakcij 
in tvorijo Amadori spojine. Takšna reakcija lahko poteče le pri temperaturi nad 60 °C, ki 
pa se pri običajni predelavi ne preseže14. Študija iz leta 200616 kaže na to, da se v medu, 
ki je bil shranjen pri temperaturi 24 °C po pol leta zniža koncentracija prolina. Posebnost 
so asparaginska kislina, alanin in prolin, katerim po pol leta koncentracija naraste zaradi 
encimske aktivnosti v medu. Po več kot enem letu shranjevanja pa se zniža koncentracija 
tudi teh aminokislin in sicer za približno 5 odstotkov masne koncentracije16. 
 
1.5 Antibakterijske komponente medu 
 
Dosedanje raziskave so pokazale številne antimikrobne učinke peptidov, ki se nahajajo v 
čebeljih produktih. Antimikrobnost medu je prvi opisal Ketel 189217. Antimikrobni 
peptidi (angl. Antimicrobial Peptides, AMP) so udeleženi pri mehanizmu imunskega 
odgovora čebele na vdor patogenov. Poleg patogenov na tvorbo AMP vplivata tudi 
temperatura okolja in izpostavljenost čebel agrokemikalijam. Opravljena študija18 je 
pokazala, da so čebele, ki so bile izpostavljene akaricidom tvorile več AMP (defensin, 
abaecin, hymenoptaecin). Čebelji genom vsebuje zapis za sedem različnih AMP, ki so 
kodirani z 19 različnimi cDNA. AMP pri čebeli so: apidecini Ia, Ib in III, abaecin, 
defenzin 1, defenzin 2, himenoptecin. AMP se izločajo v hemolimfo čebele, kjer so 
njihova tarča bakterije, praživali in glive. K AMP lahko prištevamo tudi različne 
izoformne oblike defensina 1 in jelleinov -1, 2 in 419. AMP se med seboj razlikujejo po 
specifičnosti delovanja. Defenzin-1 deluje protimikrobno proti grampozitivnim in 
gramnegativnim bakterijam ter glivam, medtem ko apideacini in hymenoptaecini delujejo 
predvsem proti gramnegativnim bakterijam. AMP so večinoma amfifilne molekule in 
zato lahko interagirajo z lipidi v membranah mikrobnih celic. Interakcija med AMP in 
med komponentami celične membrane lahko omogoča tvorbo kanalov za prenos manjših 
ionov in malih molekul, v nekaterih primeri pa je celo omogočen transport večjih 
peptidov, ki imajo citotoksične učinke na bakterijske celice. Drug mehanizem delovanja 
pa temeji na interakciji AMP z DNA, RNA in z drugimi celičnimi komponentami19. 
AMP pa niso edina komponenta antimikrobnega delovanja medu. Najbolj osnovno 
antimikrobno delovanje medu temelji na njegovih fizikalno-kemijskih lastnostih 
(osmomolarnost, viskoznost, pH vrednost). Zaradi visokega osmoznega delovanja med 
ni medij, v katerem bi se lahko razvijale rezistentne bakterije. Torej so antimikrobne 
lastnosti medu odlično izhodišče za nadaljne raziskave pri iskanju rešitev za bakterije, ki 






Znani sta dve obliki, defenzin-1 in defenzin-2. Defenzin-1 (Slika 1) je bil prvič izoliran 
iz matičnega mlečka in je bil sprva poimenovan kot royalisin. Obe obliki imata 51 
aminokislinskih ostankov in imata s cisteini bogate regije, ki tvorijo tri disulfidne vezi. 
Defenzine lahko najdemo tudi pri človeku, saj sodelujejo pri procesu celjenja ran preko 
stimulacije migracije in proliferacije keratinocitov. Podobne lastnosti so dokazali pri 
čebeljem defenzinu, ki pomaga pri epitelizaciji ran. Dokazano vzpodbuja migracijo 
keratinocitov in izražanje metaloproteaze matriksa 9 (MMP9)20. Poleg tega ima tudi 
antimikrobno aktivnost, saj z interakcijo na membrani patogenov ustvarja kanalčke, preko 
katerih poteče depolarizacija plazemske membrane patogenov21. 
 
 





Defenzini pri žuželkah in sesalcih imajo zelo podobno strukturo, a vendar se pojavijo 
razlike pri tridimenzionalni zgradbi in pri vzorcu disulfidnih mostičkov. Prisoten je tako 
v matičnem mlečku kot tudi v medu. Študije so dokazale, da med poveča izražanje mRNA 
za MMP-9 v primarnih kulturah keratinocitov, kar je posebnost, saj drugi proteini, ki so 
prisotni v medu in čebelji produktih kot so MRJP1 nimajo takšnega učinka na delovanje 
keratinocitov20. Poleg indukcije izražanja MMP-9, defenzin omogoča reepitelizacijo v in 
vivo in v in vitro pogojih.  
 
1.5.2 Apisimin 
Apisimin je 5,5 kDa velik peptid, bogat predvsem s serinom in valinom. Največkrat se 
nahaja v oligomerni obliki z MRJP1. Izločajo ga čebele preko hiperfaringealnih in 
mandibularnih žlez. Apisimin nima dokazenega antimikrobnega delovanja22. V 
raziskavah opravljenih na E. coli, B. subtilis in P. larve niso zaznali pozitivnih 
rezultatov23. Vseeno ima apisimin pomembno vlogo pri antimikrobni aktivnosti čebeljih 
produktov, saj je ključen pri oligomerizaciji ostalih proteinov, ki pa imajo antimikrobno 
aktivnost. Poleg kompleksa z MRJP1, tvori kompleks tudi z α-albuminom in tako 
prispeva k proliferaciji limfocitov. Z oligomerizacijo teh proteinov se poveča tudi njihova 
stabilnost. Kjub odsotnosti neposrednih antimikrobnih učinkov ima apisimin vpliv na 
imunski odgovor. Apisimin stimulira delovanje monocitov tako, da iz njih vzpodbuja 
sproščanje TNF-α. Pri detekciji apisimina v medu je možno, da se na PAGE gelu pojavijo 
lise pri višjih molekulskih masah, zaradi prisotnosti nerazpadlih oligomerov24.  
 
1.5.3 Kompleks MRJP1/apisimin 
MRJP1 je najbolj zastopan protein v medu. Je oligomeren protein, sestavljen iz 432 
aminokislinskih ostankov, od tega jih 19 pripada signalnemu peptidu. Protein je 
glikoziliran na dveh koncih in sicer na mestu N144 in N177. MRJP1 se z α-vijačnico 
apisimina povezuje v oligomere (Slika 2). Apisimin tvori nepolarne kontakte s 




Slika 2 Model strukture kompleksa MRJP1/apisimin. Z modro barvo sta označena dva apisimina, ki 
interagirata z MRJP1 preko hidrofobnih interakcij. 
 
1.6 Karakteristični parametri medu 
 
Poleg peptidov pa lahko v medu določamo še druge parametre, ki določajo kakovost, 
pristnost in izvor medu. Dosedanji parametri določevanja botanične vrste temeljijo 
predvsem na pelodni in senzorični analizi26, a ker niso zanesljivi in so slabo ponovljivi, 
določamo še druge parametre. 
Eden izmed njih je 5-hidroksimetilfurfural (HMF), ki se v medu tvori iz reduciranih 
sladkorjev preko Malirad-ove reakcije ali pa iz kislinsko katalizirane razgradnje heksoze. 
HMF je postal indikator za kvaliteto medu, ker nastaja ob spreminjajočih pogojih 
shranjevanja kot so temperaturna nihanja in ob toplotni obdelavi. Toplotno obdelan med 
je manj viskozen in težje fermentira, a ker se s tem tvori cikličen aldehid HMF takšna 
obdelava ni zaželjena27. Nizke koncentracije HMF torej nakazujejo na med, ki ni bil 
toplotno obdelan in je kvaliteten. Poleg HMF pa kvaliteto medu določamo še s FRAP-
QUERC (ferric reducing antioxidant power), F-C Querc, pH, ELP, delež vsebnosti vode, 
in elektroprevodnost28. FRAP-QUERC metoda temelji na tem, da med lahko reducira 
trivalentno železo v obliki 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazin kompleksa (Fe3+ – TPTZ) do 
dvovalentnega železa (Fe2+-TPTZ) pri kislem pH. Redukcijo spremljamo z merjenjem 
absorbance pri valovni dolžini 593 nm29. S F-C QUERC določamo koncentracijo 
polifenola kvercentina, ki ima prav tako antioksidativne lastnosti6. Z merjenjem 





1.7 Optična emisijska spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo 
 
Trenutno je za detekcijo kovin v medu najbolj v uporabi metoda induktivno sklopljene 
plazme – ICP (angl. Inductively coupled plasma)9. ICP izvor je sestavljen iz treh 
koncentričnih kvarčnih cevi, skozi katere teče tok argona. Argon se uporablja za 
generiranje plazme, kot izolator in nosilec vzorca. Aerosol vzorca vstopa v plamen s 
tokom argona od 0,3 do 1,5 l/min skozi osrednjo cev. Ionizacijo argona za generiranje 
plazme sprožimo z iskro. Okrog vrha zunanje cevi je ovita vodno hlajena indukcijska 
tuljava, ki jo napaja radiofrekvenčni generator (RF) (Slika 3). Na nastale ione in elektrone 
vpliva nihajoče magnetno polje, ki izhaja iz RF indukcijske tuljave. Ioni in elektroni 
tečejo po zaključeni poti znotraj tuljave. Ker se upirajo temu gibanje nastaja gretje. 
Plazma ima intenzivno netransparentno belo jedro s plamenastim repom. V območju od 
10 do 30 mm nad jedrom je plazma optično presevna. Emisijska spektroskopska 
opazovanja se navadno izvajajo med 15 in 20 mm nad indukcijsko tuljavo, kjer je sevanje 
ozadja skoraj brez argonovih črt, kar je primerno za emisijsko spektroskopsko analizo. 
Preden pridejo atomi vzorca do točke opazovanja za emisijsko spektroskopsko analizo, 
se 2 ms nahajajo pri temperaturi od 4000 do 8000 K – bolj popolna atomizacija vzorca in 
manj težav s kemijskimi interferencami. Prednost plazme kot izvora je tudi ta, da 
atomizacija poteka v kemijsko inertni atmosferi argona, ki preprečuje tvorbo oksidov. 
Temperaturni profil plazme je enoten in zato dobimo linearno umeritveno krivuljo v 
območju šestih velikostnih redov. 
ICP je lahko sklopljen z atomsko emisijsko spektroskopijo (AES) in se uporablja za 
določitev kovin v sledovih. Zaradi visoke temperature plazme, atomi preidejo v vzbujeno 
stanje, kar omogoča istočasno detekcijo intenzitete emitirane svetlobe velikega števila 
spektralnih črt preiskovanih elementov. Določimo lahko večje število elementov pri 




Slika 3 Shematski prikaz delovanja ICP-OES. Na sliki je prikazan dvojni način snemanja spektrov, z 
radialnim in aksialnim pogledom32. 
Poleg ICP metod pa se uporablja tudi plamenska absorpcijska spektrometrija (FAAS), 
vendar je ICP primernejša, saj pri FAAS pride do težav pri pripravi raztopin vzorca. Iz 
vzorca je namreč potrebno odstraniti čim več organskega materiala, da ne pride do 
interferenc in akumulacije ostankov materiala med analizo2. 
Vzorce moramo pred izvedbo meritev ustrezno pripraviti. Največkrat analiziramo 
raztopine vzorcev, ki jih lahko pripravimo s kislinsko razgradnjo. Kislinska razgradnja 
poteka pri visoki temperaturi, ki jo dosežemo v mikrovalovnem sistemu, ki vsebuje 
posebne posode pod tlakom v kateri lahko dosežemo še višjo temperaturo18. 
Vzorec se nato vnese v plazmo, kjer zaradi visoke temperature atomi elementov preidejo 
v višje energijsko stanje in pri prehodu v nižje energijsko stanje oddajo energijo v obliki 
fotonov. En element lahko odda fotone pri različni valovni dolžini in ima zato več 
karakterističnih valovnih dolžin. ICP-OES izkoristi unikatni emisijski spekter elementov 
za njihovo detekcijo. 
Pri ICP-OES je lahko plamen plazme usmerjen v aksialni ali radialni položaj glede na 
kvarčno cev. Aksialni položaj omogoča boljšo občutljivost zaznavanja, saj poteka po 
celotni cevi in ne le skozi njen premer. Pri našem delu smo uporabili aksialni način, saj 
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ta omogoča večjo občutljivost detekcije32. Na ta način se zviša kvantiteta posnete svetlobe 
analita in ozadja. Slabost aksialnega načina snemanja je ta, da se poveča dovzetnost za 
interference33. 
Svetloba je nato usmerjena na prizmo, ki razprši svetlobo glede na valovno dolžino v eni 




Fizikalne interference oziroma fizične motnje se pojavijo kot razlike med vzorci in 
standardi, ki vplivajo na transport vzorca. Te razlike se lahko pojavijo v viskoznosti, 
gostoti in matriksu. Takšnje motnje lahko odpravimo z redčenjem vzorcev in z 
odstranjevanjem matriksa. V kolikor matriks ni znan, si lahko pomagamo z internimi 
standardi. 
Kemijske interference se pojavijo ko se pojavijo razlike v »obnašanju« vzorca in 
standarda v plazmi. Pojavijo se ionizacije, molekulske formacije ali nalaganje plazme. 
Takšnih interferenc se lahko znebimo z dodajanjem ionizacijskega pufra, ki zmanjša 
ionizacijski potencial alkalnih elementov. V primeru organskih vzorcev se lahko dodaja 
kisik v plazmo skupaj z vzorcem, kar povzroča interference v nižjem nivoju spektra. 
Nalaganje plazme pa lahko zmanjšamo z optimizacijo parametrov. 
Spektralne interference so najpogostejše interference pri snemanju spektrov in jih lahko 
razdelimo na tri vrste: 
- spremembe v ozadju, ki izvirajo iz matriksa, 
- motnje drugih elementov iz vzorca, 
- neposredna spektralna prekrivanja, kadar sta si dve valovni dolžini različnih 
elementov preblizu. 
Zadnji tip interferenc so ionizacijske interference. Pri ionizacijski interferenci gre za 
fenomen, pri katerem se pojavi razlika v emitirani intenziteti, kar povzroči premik v 
ionizacijskem ravnotežju. Ta pojav je pogost pri analizi vzorcev, ki vsebujejo lahko 
ionizirajoče elemente kot so natrij, kalij, rubidij in cezij. Posledica tega je večja intenziteta 
nevtralnih linij in zmanjšana intenziteta ionskih linij. Znano je, da se pri ICP-OES 
meritvah pogosto pojavljajo fizikalne in spektralne interference, manj pogosto pa 
kemijski in ionizacijski tip interferenc. Slednjega zaznamo predvsem pri meritvah 






1.7.2 Validacija analizne metode 
 
Na učinkovitost analitične metode vplivata kakovost instrumentalnih meritev in 
statistična zanesljivost izračunov pri obdelavi podatkov. Parametri za zagotavljanje 
učinkovitosti, ki smo jih določili pri tem delu so: 
- natančnost nam pove kakšno je sipanje okoli srednje vrednost.  
- točnost ali preciznost določa bližina posameznih meritev analita ob ponovitvah 
večih alikvotov in je definirana z relativno napako izračunano po spodnji enačbi, 
kjer Xlab predstavlja povprečje treh paralelnih meritev standardnih raztopin in Xv                     
predstavlja pričakovano vrednost35. 
                                              
                                                𝐸𝑅 =  
𝑋𝑙𝑎𝑏−𝑋𝑣
𝑋𝑦
 × 100 
 
- linearnost: linearnost najpreprosteje opišemo z linearnim regresijskim modelom, 
predstavljenim z enačbo y = ax + b.  
- meja zaznavnosti LOD: koncentracija analita, ki ima takšno intenziteto signala, 
da je trikratni standardni odklon intenzitete slepe vrednosti. Opravili smo sedem 
zaporednih meritev slepega vzorca in standardni odklon trikrat pomnožili, da smo 
določili LOD33. 
- meja določljivosti LOQ: najnižja koncentracija analita, ki jo še lahko določimo36. 
LOQ smo določili z desetkratnikom standardnega odklona sedmih zaporednih 
meritev slepega vzorca. 
 
Vsi izračuni validacijskih parametrov so prikazani v Tabela 4 v poglavju rezultati in 
diskusija. 
Razloge za nezanesljivost nekaterih rezultatov bi lahko našli tudi v meritvah slepe 
vrednosti. Slepa vrednost bi naj vsebovala samo matrico, ki mora biti isti kot v vzorcih in 
ne sme vsebovati sledov elementov. Slepi vzorec brez sledov je skoraj nemogoče 
pripraviti še posebej pri analizi večih elementov. Signal mora biti znatno višji od 
nezanesljivosti slepe vrednosti, vsaj 5-krat višji kot je standardni odklon intenzitete slepe. 
Temu signalu pravimo LOQ, včasih tudi PQL (practical quantitation limit) ali RL 
(reporting limit)37. 
 
Na mejo detekcije vpliva več faktorjev: 






1. Jakost signala oziroma občutljivost 
Jakost signala določenega elementa mora biti tako intenzivna, da ga lahko razlikujemo 
od ozadja in šuma. Občutljivost sama po sebi ni dovolj za določanje meje detekcije, saj 
se ob kontaminaciji nekega vzorca poveča tudi intenziteta ozadja in šuma. Pri ICP-OES 
in ICP-MS izražamo intenziteto v enoti »counts per seconds« oziroma CPS. Pri naših 
meritvah smo ponekod dobili intenziteto analita manjšo od intenzitete ozadja. 
 
2. Signal ozadja 
Razmerje med signalom in ozadjem (signal to background ratio; S/B) nam pove, 
kolikokrat je signal analita višji od signala ozadja. K ozadju lahko prispevajo detektor, 
elektronske karakteristike, emitirana svetloba iz izhodnega vira ali različne 
kontaminacije. Raven ozadja lahko kvantitativno opredelimo z BEC (background 
equivalent concentration), ki je podan kot koncentracija podanega elementa ki seva isto 





 ·  𝑐standarda 
 
Pri nekateri meritvah, se je izkazalo, da je signal ozadja višji in smo zato dobili negativne 
vrednosti koncentracije. Takšen primer je bil na primer Cd pri valovni dolžini 214,439 
nm in zato koncentracij pri tej valovni dolžini nismo upoštevali. 
3. Šum  
Šum je prisoten pri vseh realnih ponovitvah, saj rezultati vedno nekoliko variirajo med 
seboj. Zato vedno izvedemo več ponovitev in z izračunom povprečne vrednosti določimo 
standardni odklon. Pri primerjavi paralelk umeritvenih krivulj naših meritev smo 
ugotovili, da ni večjega odstopanja. 
 
4. Stabilnost 
Pogoji za analizo morajo biti stabilni skozi celotni časovni okvir meritve vzorca. V 
primeru, da pogoji niso konstantni, dobimo meritve, ki so pod izračunano mejo detekcije. 
Vrednosti slepe meritve so takrat izmerjene kot negativna vrednost in koncentracijo 






2 Namen dela in hipoteze 
 
Namen raziskovalnega dela je bil razvoj analiznih metod za karakterizacijo komponent v 
medu, s katerimi bi lahko določali geografsko in botanično poreklo medu in komponet, 
ki so primerne za monitoring onesnaženja okolja. 
Z analiznimi tehnikami smo določili vsebnost kovin v medu različnega geografskega in 
botaničnega porekla. Razlike v vsebnosti težkih kovin smo poskušali korelirati z višjo 
stopnjo industrijskega in prometnega onesnaženja regij, iz katerih izvirajo vzorci. 
Zanimalo nas je, ali se kontaminacija okolja s težkimi kovinami odraža tudi v medu. 
Drugi del magistrskega dela je bil osredotočen na prisotnost peptidov v medu. In sicer 
smo želeli kvantificirati proteinske lise manjše od 10 kDa, ter jih primerjati z matičnim 
mlečkom. Glede na dosedanje znanstvene raziskave lahko sklepamo, da peptidi v medu, 
ki so primerljivi s tistimi v matičnemu mlečku, prispevajo k antimikrobnim lastnostim 
medu. Naša hipoteza je bila, da se vsebnost teh peptidov ne bo razlikovala med 
botaničnimi vrstami medu, saj omenjeni peptidi praktično izključno izvirajo iz čebele 
same. Dokazovanje takšnih peptidov je težavno, ker so prisotni v zelo majhnih 
koncentracijah in imajo nizko molekulsko maso, zato klasična Tris-glicin-NaDS-PAGE 
ni ustrezna. S spremenjeno elektroforezo smo te peptide uspešno ločili in vizualizirali. V 
magistrskem delu smo se osredotočili na izboljšanje ločevanja majhnih peptidov v 
elektroforeznem gelu in na razvoj metode barvanja s srebrom. 
 
Hipoteza 1: Med iz urbanih območij je bolj obremenjen s težkimi kovinami kot med iz 
ruralnih območij. Drugače povedano, med je mmogoče uporabiti kot indikator 
onesnaženosti glede na razlike v zastopanosti kovinskih kationov težkih kovin v 
posameznem vzorcu.  
 
Hipoteza 2: V medu so prisotni peptidi čebeljega izvora, zato bo peptidni profil podoben 
tistemu v matičnemu mlečku. Količina peptidnih lis se statistično ne bo značilno 




3 Materiali in metode 
 
Eksperimentalni del je bil izveden v podjetju Medex d.o.o. in v Laboratoriju za masno 
spektroskopijo Katedre za analizno kemijo Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo 
Univerze v Ljubljani. Vzorci so bili pridobljeni iz podjetja Medex d.o.o. in iz lastnega 
nabora. Pri eksperimentalnem delu sta bili uporabljeni dve metodi: določanje kovin s 
pomočjo ICP-OES in NaDS-PAGE analiza peptidov v medu. 
 
Nabor vzorcev pri ICP-OES analizi: 
akacija cvet gozd hoja kostanj 
N=3 N=15 N=32 N=8 N=10 
 
LJ MB CE KR KP NM MS 
N=17 N=12 N=14 N=9 N=2 N=7 N=6 
 
Nabor vzorcev pri NaDS-PAGE analizi: 
akacija cvet gozd hoja kostanj 
N=3 N=15 N=46 N=7 N=10 
 
LJ MB CE KR KP NM MS 
N=25 N=11 N=14 N=10 N=5 N=7 N=9 
 
 Seznam krajev in leta pridelave za posamezen vzorec se nahaja v Prilogi P1. 
 
3.1 Seznam materialov uporabljenih pri izvedbi ICP-OES meritev: 
 
- dušikova kislina HNO3 (HoneyWell, ZDA) 
- vodikov peroksid H2O2 (Belox, Belinka perkemija, Slovenija) 
- prečiščena voda MQ H2O (Gradient Millipore, Nemčija) 
- multielementna standardna raztopina VAR-CAL2 (Inorganic Ventures, ZDA) 
- multielementna standardna razopina IV-STOCK (Inorganic Ventures, ZDA) 
- Seznam pripomočkov in opreme: 
- steklene bučke, nazivni volumen 50 mL ± 0,060 mL (Duran, ZDA) 
- steklene palčke 
- teflonski avtoklavi za razkroj vzorcev v mikrovalnovni napravi (Ethos, Milestone, 
Italija) 
- avtomatske pipete 20, 100, 200, 1000 in 5000 µL (BrandTech, Nemčija) 
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- dozator za HNO3 
- plastične viale za shranjevanje pripravljenih vzorcev 
- analitska tehtnica ALS 220-4N (Kern, , Nemčija) 
- ICP-OES optični spektrometer AX CCD Simultaneous (Varian Vista, , ZDA) 
- Mikrovalovna peč (Ethos, Milestone, Italija) 
 
3.2 Seznam materialov uporabljenih pri izvedbi PAGE analize: 
 





- natrijev dodecilsulfat 
- metanojska kislina 
- ocetna kislina 
- TEMED (tetrametiletilendiamin) 
- Tris-base (2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol) 
- urea 
- 2-mercaptoetanol 
- 96 % etanol 
- Pierece silver stain kit (ThermoFischer Scientific, ZDA) 
 
Seznam pripomočkov in opreme:  
 
- avtomatske pipete 20, 100, 200 µL (BrandTech, Nemčija) 
- kaseta za NaDS-PAGE gel (ThermoFischer Invitrogen, ZDA) 
 
3.3 Metode pri analizi na ICP-OES 
 
Pred izvedbo analiz na ICP-OES smo v program ICP-Expert, verzija 4.1.0. vnesli metodo, 
po kateri je program določil umeritveno krivuljo in nato preračunal koncentracije. Za vsak 
standard smo vnesli svojo metodo, zaradi različnih delovnih koncentracij standardnih 
raztopin. Pri izbiri analitov smo upoštevali možne interference, na katere nas je opozoril 
program, in izbrali valovno dolžino elementa z najmanj interferencami in z najvišjo 





3.3.1 Priprava vzorcev za izvedbo analize na ICP-OES 
 
Pred izvedbo meritev na ICP-OES, je potrebna priprava vzorca. Glede na to, da je naš 
vzorec organskega izvora, je bilo potrebno odstraniti organski matriks, ki bi pri meritvah 
oviral detekcijo kovine. To smo izvedli z razklopom v HNO3 z dodatkom H2O2. Razklop 
je potekal v mikrovalovni napravi po predhodno določenem programu. 
Vzorci uporabljeni pri analizi so vzorci medu iz podjetja Medex d.o.o., Kmetijskega 
inštituta Slovenije in iz lastnega izbora. Med seboj se razlikujejo po botaničnem in 
geografskem poreklu. 
V avtoklave smo zatehtali 500 mg medu in dodali 7 mL HNO3 in 1 mL H2O2. 
Mikrovalnovni kislinski razklop vzorcev je potekal po priporočeni metodi proizvajalca 
Milestone (tabela 1). Ta metoda zagotavlja kislinski razklop sladkorjev v vzorcu v 
zaprtem avtoklavu pri kontroliranem mikrovalovnem segrevanju.  
 
Tabela 1 Metoda za mikrovalovni razklop sladkorjev. V tabeli so navedeni pogoji za izvedbo 
kislinskega razklopa vzorca, ki vsebuje organski matriks z visoko vsebnostjo sladkorjev. 
Stopnja čas temperatura Moč mikrovalov 
1 10 min 200 °C 1000 W 
2 15 min 200 °C 1000 W 
 
Sledila je priprava standardnih raztopin za določitev umeritvenih krivulj. Glede na to, da 
so bili nekateri elementi prisotni v zelo visokih koncentracijah in so presegli najvišjo 
točko na umeritveni krivulji, smo pripravili še 20-kratno redčitev vseh vzorcev medu v 
1% HNO3. 
 
3.3.2 Priprava umeritvne krivulje 
 
Umeritvena krivulja je razmerje med odzivom inštrumenta in med znanimi 
koncentracijami analita. Ta krivulja naj bi zajela celotno pričakovano območje 
koncentracij 33. Pri svojem delu smo uporabili dve različni raztopini standardov podjetja 
Inorganic Ventures. Za kovine As, Ag, Al, Cd, Cr, Co, Cu, Ni, Pb, Zn smo uporabili 
standard VAR-CAL 2, za kovine Na, Mg, Ca, K, Fe pa IV Stock. Osnovna koncentracija 
standarda VAR-CAL2 je 100 µL/L, IV Stock pa 300 100 µL/L. 
Koncentracijsko območje standarda VAR-CAL 2 je bilo 30, 50, 100, 150 in 200 µL/L. 
Vse umeritvene krivulje so zbrane v prilogi 2. 
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Za vrednotenje linearnosti smo pripravili umeritveno krivuljo iz multielementne 
standardne raztopine z naslednjimi koncentracijami: 30 µg/L, 50 µg/L, 100 µg/L, 300 
µg/L, 500 µg/L, 1000 µg/L za VAL CAL2 in 100 µg/L, 500 µg/L, 1000 µg/L, 1500 µg/L 
in 2000 µg/L za IV STOCK standard. 
 
3.3.3 Eksperimentalni pogoji pri delu z ICP-OES 
 
Meritve smo izvajali na instrumentu Varian Vista ICP-OES pri naslednjih 
intrumentalnih pogojih: 
- temperatura zraka v okolju: 20 °C 
- pretok plazme: 15,0 L/min 
- moč radiofrekvenčnega generatorja: 1,20 kW 
- hitrost črpalke pri črpanju vzorca: 50 rpm 
- pretok prezračevanja: 1,5 m/s 
V programski opremi smo postavili metodo za izvajanje analize in izbrali valovne dolžine 
pri kateri se je snemal signal za izbrani element (Tabela 2). Prav tako smo za izbrane 
elemente določili maksimalno dopustno napako v odstotkih, ki se je upoštevala pri 
kalibraciji za vzpostavitev umeritvene krivulje. 
 
Tabela 2 Analizirani elementi z valovnimi dolžinami. V tabeli so navedeni vsi preiskovani elementi in 
za vsakega navedena valovna dolžina pri kateri smo določili intenziteto. 
Element valovna dolžina (nm) element valovna dolžina (nm) 
Ag 328,068 Ca 393,366 
Al 396,152 396,847 
As 193,696 Fe 234,350 
Cd 226,502 238,204 
Co 238,892 259,940 
Cr 267,716 K 766,491 
Cu 324,754 769,897 
Cu 327,395 Mg 279,553 
Mn 257,610 280,270 
Ni 230,299 Na 588,995 
Pb 220,353 589,592 




3.4 Razvoj PAGE protokola za vizualizacijo majhnih količin (~10 ppm) peptidov 
velikosti 2-10 kDa v medu 
 
Proteini v poliakrilamidnem gelu potujejo proti anodi, tako da so vedno med dvema 
ionoma z različno elektroforezno mobilnostjo – vodilni in zasledovalni ioni. Pri klasični 
različici PAGE elektroforeze sta ta dva iona kloridni in glicinski. Kloridni ioni so že 
prisotni v samem gelu in potujejo pred kompleksom protein-NaDS, za kompleksom pa 
potuje sledilni ion, glicin ali tricin. Glicinski ioni potujejo počasneje kot kloridni ioni 
skozi zbiralni gel z nizkim pH 6,8. Elektroforezno mobilnost sledilnih ionov definira pKa 
vrednost funkcionalnih skupin. Tricin ima večji negativni naboj kot glicin in zato v gelu 
potuje hitreje38.  
Tris-tricin-PAGE se je izkazala kot zelo dobra metoda za ločevanje proteinov v velikosti 
od 1 do 10 kDa. Pri raziskovalnem delu smo se tako omejili samo na ločevanje v Tris-
tricin puferskem sistemu39. Na osnovi predhodne optimizacije zamreženosti 
poliakrilamidnega gela se je kot najustreznejši izkazal 12 % gel z razmerjem akrilamid: 
bis-akrilamid = 29 : 1 (Tabela 3).   
Tabela 3 Seznam reagentov in njihovi volumni za pripravo NaDS gela. V spodnji tabeli so navedeni 
volumni za pripravo ločevalnega in zbiralnega gela. 
reagent 12 % ločevalni gel 
(V = 15 mL) 
4 % zbiralni gel 
(V = 6 mL) 
ddH2O 6,75 mL 3,90 mL 
gel pufer (4-kratni) 3,75 mL 1,50 mL 
40% AA/bis-AA (29:1) 4,50 mL 0,60 mL 
10% APS 75 µL 48 µL 
TEMED 8 µL 4,8 µL 
sestava gel pufra (4-kratni): 4M Tris, 1,333 HCl, SDS 0,4 %, pH 8,45. 
3.4.1 Optimizacija priprave vzorcev 
 
Pripravili smo direktno raztopino medu, tako da smo v 10 mL centrifugirke zatehtali 8,5 
g medu in dodali 4 mL ddH2O. Tako smo dobili 10 mL raztopine z 85 % masno 
koncentracijo medu. Pri analizi smo uporabili 2 mL alikvot vzorca, preostale alikvote pa 
smo zamrznili. Kot kontrola nam je služil vzorec matičnega mlečka, ki smo ga pripravili 
tako, da smo zatehtali 30 mg matičnega mlečka in dodali 1750 µL ddH2O.  
Pripravili smo tudi dvakratno redčitev vzorcev medu in izvedli štiri elektroforeze, vendar 




3.4.2 Optimizacija elektroforeze – Tris-tricin PAGE 
 
Koncentracija akrilamida v gelu je manjša kakor v drugih elektroforeznih sistemih in 
dodatek sečnine omogoči boljšo ločljivostjo manjših proteinov38. Na začetku smo 
pripravili gel z različnim razmerjem zamreževalca, 29:1 akrilamid/bisakrilamid in 19:1 
akrilamid/bisakrilamid. Izkazalo se je, da je pri razmerju 19:1 ločljivost majhnih 
proteinov najboljša, zato smo pri vseh nadaljnih eksperimentih uporabljali takšno 
razmerje. 
Velikost peptidnih lis smo določili z uporabo velikostne lestvice 10-20 % Tris Tricine 
(BioRad, ZDA).  
 
3.4.3 Optimizacija detekcije proteinov s srebrovim barvilom 
 
Po končani elektroforezi smo gel inkubirali v raztopini za fiksiranje, ki je lahko 5 % 
raztopina glutaraldehida ali pa raztopina pripravljena po protokolu Pierce Silver Stain43 
(30 % etanol, 10 % ocetna kislina). Po spiranju fiksativa smo gel barvali s srebrovim 
barvilom po sledečih stopnjah: 
1. Senzitizacija: dodajanje reagenta, ki se adsorbira na proteine in tako ustvari nove 
vezavne površine za srebrove ione 
2. Barvanje: dodajanje reagenta, ki vsebuje Ag+ ione (srebrov nitrat/srebrov 
kompleks z amoniakom). Ag+ ioni se vežejo na funcionalne skupine aminokislin: 
na karboksilni skupini aspartata in glutamata, imidazolno skupino histidina, tiolno 
skupino cisteina in na primarno aminsko skupino lizina. 
3. Razvijanje barvila: dodajanje reagenta, ki vsebuje reducent. Poteče redukcija 
srebrovih ionov do elementarnega srebra, ki daje rjavo-črno obarvanje peptidov, 
na katere se je vezalo srebro. 
Različni reagenti za senzitizacijo in ojačevalci (angl. »enhancerji«) omogočajo kontrolo 
specifičnosti in učinkovitost vezave Ag+ ionov na funkcionalne skupine peptidov. Vmesni 
koraki spiranja z vodo so omogočili odstranitev nevezanih srebrovih ionov in tako smo 










Majhnih peptidov, ki so bili ločeni na tricin-NaDS PAGE ni priporočljivo barvati po 
protokolih, ki vključujejo fiksacijo v alkoholu ali kislini, saj lahko to povzroči spiranje 
manjših peptidov iz gela. Priporočljiva je fiksacija v glutaraldehidu36. 
Glede na priporočila proizvajalca reagentov Pierece Silver Stain Kit (Thermo Scientific, 
ZDA) so za barvanje s srebrom najbolj optimalni Tris-glicin, bis-tris in tris-HEPES 
puferski sistemi44. Pri našem delu smo uporabili pufrski sistem Tris-tricin. Priporočljiva 
je priprava gelskega pufra z višjim pH, tj. 9,545 in z večjim odstotkom prečnega 
zamreževalca, torej z razmerjem akrila amid (AA) : bis-AA = 19:1, namesto 29 : 1. K 
ostrini lis pripomore 6 M sečnina45. 
Po nekaj izvedenih barvanjih in spreminjanju pogojev nismo dosegli želene stopnje 
obarvanja peptidov z malo molekulsko maso, zato smo protokol prilagodili. Izkazalo se 
je, da korak spiranja in fiksiranja ključno doprineseta k izboljšanju barvanja. Namesto 
predpisane raztopine za fiksiranje smo gela fiksirali v 5% raztopini glutaraldehida in 
podaljšali čas spiranja z vodo po fiksaciji. Podaljšali smo tudi čas inkubacije gela v 
samem barvilu. Te spremembe so pokazale bistveno boljše rezultate, saj smo opazili 
obarvanje proteinske lise pri 5 kDa, ki prej sploh ni bila obarvana pri nobenem od vzorcev 
medu. 
Fiksiranje v glutaraldehidu onemogoči izplavljanje majhnih peptidov v gelu, saj peptide 
fiksira s prečinim povezovanjem. Fiskativ pripravljen iz ocetne kisline in etanola proteine 
le denaturira in jih ne zamreži med seboj, zato predvidevamo, da lahko pri korakih 
spiranja pride do izplavljanja iskanih peptidov iz gela. 
Podaljšan čas spiranja z vodo omogoči, da se iz gela spere ves NaDS, ki je bil prisoten v 
pufru. Pomembno je, da odstranimo NaDS v celoti, saj se ta obarva s srebrovimi ioni in 
prispeva k nespecifičnem obarvanju ozadja. 
 
3.5 Statistična obdelava podatkov 
 
Statistično analizo podatkov smo opravili v programu IBM SPSS Statistics 22.0. Pri 
analizi varianc smo uporabili ANOVA test za spremenljivke z normalno porazdelitvijo in 
Kruskal-Wallis H test za spremenljivke, ki niso bile normalno porazdeljene. Za določanje 
korelacij med različnimi parametri smo uporabili Pearsnonov koeficient korelacije za 
normalno porazdeljene spremenljivke in Spearmanov rho korelacijski koeficient med 
spremenljivkami, kjer vsaj ena ni imela normalne porazdelitve. 





4 Rezultati in diskusija 
 
4.1 Rezultati določanja kovin z ICP-OES v medu 
 
Rezultati, ki smo jih dobili z meritvami na ICP-OES, so bile intenzitete emitirane 
svetlobe, značilne za določen element. Iz intenzitet smo nato preko umeritvene krivulje 
izračunali koncentracije in jih podali enotno kot mg kovine/100 g medu. Vsi izračunani 
rezultati so predstavljeni v tabelah v Prilogi 1. Za vsak element smo nato določili mejo 
detekcije (LOD) in mejo kvantifikacije (LOQ). Za rezultate, ki se pojavijo nad LOD 
(Tabela 4), lahko trdimo, da so zanesljivi.  
Pri nekaterih elementih smo zaradi pojava interferenc med različnimi elementi izvedli 
detekcijo pri več različnih valovnih dolžinah. Glede na rezultate meritev smo izbrali tisto 
valovno dolžino, kjer je bilo najmanj interferenc z drugimi elementi in je bila občutljivost 
največja.  









Ag 328,068 0,028 0,034 
Al 396,152 0,023 0,099 
As 193,696 0,062 0,156 
Cd 226,502 0,028 0,034 
Co 238,892 0,029 0,045 
Cr 267,716 0,026 0,031 
Cu 324,754 0,016 0,038 
Cu 327,395 0,023 0,029 
Mn 257,610 0,025 0,026 
Ni 230,299 0,022 0,036 
Pb 220,353 0,039 0,115 
Zn 213,857 0,027 0,033 
Ca 393,366 0,103 0,134 
396,847 0,161 0,237 
Fe 234,350 0,065 0,100 
238,204 0,068 0,091 
259,940 0,065 0,084 
K 766,491 0,034 0,041 
769,897 0,115 0,401 
Mg 279,553 0,013 0,020 
280,270 0,006 0,012 
Na 588,995 0,036 0,061 
589,592 0,031 0,043 




Izmerjene interference med dvema različnima valovnima dolžinama istega elementa so 
se med seboj zelo dobro ujemale, kar smo predstavili s spodnjim grafom (Slika 4), kjer 
sta primerjani intenziteti za magnezij pri valovni dolžini 280,270 nm in 279,533 nm.  
 
Slika 4: Primerjava izmerjenih koncentracij magnezija pri dveh različnih valovnih dolžinah 
emitirane svetlobe pri 280,270 nm in 279,533 nm. Razlika v koncentraciji ni statistično značilno različna, 
kar smo dokazali s t-testom (p > 0,05).  
 
Pri pregledu rezultatov meritev na ICP-OES lahko zaključimo, da se težke kovine res 
pojavljajo v višjih koncentracijah pri vzorcih iz urbanih področij, kjer je prisotno 
onesnaževanje s strani industrije in prometa (tabeli 5 in 6). Pri vzorcih iz kmetijskih 
obdelovanih območij lahko opazimo večjo prisotnost arzena, ki je v naravi prisoten zaradi 
uporabe pesticidov. Pri elementih Na, Ca, Mg, K in Fe nismo zaznali razlik med vzorci 
iz različnega okolja. Do iste ugotovitve so prišli tudi raziskovalci iz poljske študije40,40, 
ki so prav tako primerjali koncentracije različnih elementov v medu iz različnih regij. Na 
podlagi pridobljenih rezultatov lahko potrdimo hipotezo, da bi med lahko služil za 

















































































































































































































[mg/100g] vzorec tip 
najvišja 
koncentracija 








































3 0,013131 2017/0111, 
Laško 
5 
Cu 324 0,223741 2016/05, 
Zagorje 
3 0,40271 2017/0021, 
Črnomelj 
3 
Cu 327 0,000967 2017/0022, 
Črešnovci 
2 0,161956 2017/0021, 
Črnomelj 
3 
Mn 0,01852 2017/0076, 
Velike Lašče 
3 1,774098 2017/0110, 
Grad 
5 
Ni 8,50E-05 2017/0046, 
Komenda 
3 0,110014 2017/0021, 
Črnomelj 
3 
Pb 0,003982 2017/0099, 
Hrastnik 
3 0,155808 2017/0043, 
Ožbalt 
5 
Zn 0,000756 2017/0114, 
Laško 
5 0,837532 2016/03 
Šoštanj 
2 









vzorec tip  najvišja 
koncentracija 
[mg/100g] 
vzorec tip  
Ca 9,742678 2017/0083, 
Škofja Loka 
4  28,26462 2017/0029, 
Starše 
5  
Ca 7,65833 2017/0083, 
Škofja Loka 
4  23,0115 2017/0029, 
Starše 
5  
Fe 0,093616 2017/0108, 
Ribnica 
3  1,747171 2017/0080, 
Kamna Gorica 
3  
Fe 1,967067 2018/05 
Celje 




Fe 1,859552 2018/05 
Celje 




K 5,747949 2016/05 
Zagorje 
3  230,9387 2017/0058, 
Rogatec 
2  
K 2,981656 2016/05 
Zagorje 
3  243,3043 2017/0058, 
Rogatec 
2  
Mg 0,326354 2017/0018, 
Murska 
Sobota 
1  11,51995 2017/0058, 
Rogatec 
2  
Mg 0,291355 2017/0018, 
Murska 
Sobota 
1  11,00193 2017/0058, 
Rogatec 
2  
Na 0,016487 2017/0053, 
Šmartno ob 
Dreti 
3  8,357504 2017/0034, 
Ljutomer 
5  
Na 3,976612 2017/0053, 
Šmartno ob 
Dreti 
3  12,60053 2016/04 
Trbovlje 
3  
1 – akacija, 2 – cvet, 3 – gozd, 4 – hoja, 5 – kostanj 
 
 
Povišane koncentracije niklja, svinca in kadmija so opažene v urbaniziranih območjih kot 
so Ljubljana, Kamnik, Domžale kjer je vire onesnaženja lahko najdemo v različnih 
antropogenih dejavnikih41. V primerjavi koncentracij Ni, Pb in Cd (slika 5) izstopa vzorec 
medu iz Ožbalta, in sicer natančneje po vsebnosti svinca. Razlog je verjetno v tem, da se 
Ožbalt geografsko nahaja ravno med metalurškim podjetjem TDR in livarno Vuzenica. 
Obe omenjeni podjetji, sta po poročanju agencije Republike Slovenije za okolje emisijski 



























































































































































































































































































































































































































Tri različne vzorce smo pripravili v treh paralelkah in izmerjeno koncentracijo primerjali med seboj (tabela 7). Z izračunanim koeficientom 
variacije (CV), ki je definiran kot razmerje med standardnim odklonom in aritmetično sredino, lahko primerjamo razpršenost meritev enot 
(slika 6). Opazimo, da je razpon CV večji pri redkejših kovinah kot so As, Cd, Co, Cr, kar morda kaže na manj zanesljive meritve pri teh 
kovinah, kar pa za vrednosti blizu LOD ni tako nenavadno. Večji kot je koeficient variacije, večje je sipanje okoli aritmetične sredine. Večja 
odstopanja pri paralelnih meritvah za As, Cd, Co in Cr so vidna tudi na sliki 6. 
 

































0049_I 0,001 0,145 0,003 0,001 0,001 0,008 0,008 0,007 0,055 0,006 0,000 0,021 0,503 
0049_II 0,001 0,144 0,000 0,000 0,005 0,000 0,007 0,007 0,054 0,010 0,008 0,021 0,505 
0049_III 0,000 0,148 0,008 0,000 0,005 0,000 0,009 0,008 0,056 0,006 0,000 0,021 0,501 
CV [%] 30,8 1,1 88,8 141,4 56,6 132,4 6,2 1,5 2,0 25,1 141,4 0,3  
0099_I 0,001 0,070 0,009 0,000 0,002 0,000 0,005 0,001 0,034 0,000 0,001 0,012 0,503 
0099_II 0,001 0,059 0,000 0,000 0,004 0,000 0,004 0,002 0,034 0,006 0,000 0,008 0,506 
0099_III 0,000 0,063 0,005 0,000 0,003 0,001 0,004 0,004 0,034 0,004 0,008 0,009 0,503 
CV [%] 63,2 7,1 78,6 74,0 37,1 82,1 8,0 54,7 0,3 79,4 110,1 15,2  
0104_I 0,000 0,060 0,000 0,000 0,001 0,000 0,003 0,003 0,020 0,004 0,007 0,006 0,507 
0104_II 0,001 0,061 0,000 0,000 0,002 0,001 0,003 0,004 0,019 0,002 0,006 0,005 0,502 
0104_III 0,001 0,069 0,000 0,000 0,004 0,000 0,004 0,001 0,019 0,001 0,000 0,006 0,504 











































Slika 6: Grafični prikaz treh paralelnih meritev za vzorec 0049. 
Helena Jakše: Razvoj analiznih metod za določevanje analitov v medu 
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4.1.1 Določevanje razmerja med reprezentativnimi kovinami 
 
Po določitvi kovinskih kationov v vseh vzorcih medu, smo opazili, da nekatere kovine po 
svoji zastopanosti pri posameznem tipu vedno izstopajo (tabela 8). Določili smo razmerje 
med izstopajočimi kovinami in dobili razmerja, ki so obveljala za večino vzorcev pri 
določenem botaničnem tipu. Na podlagi tega bi lahko to razmerje uporabili kot dodaten 
karakteristični faktor pri določevanju botaničnega porekla medu. 
Pri vseh botaničnih vrstah medu so se Cu, Mn in Zn pojavljali v povišani koncentraciji 
glede na ostale elemente. Glede na njihovo prisotnost v vseh botaničnih tipih medu smo 
izračunali razmerje med koncentracijo Cu, Zn in Mn. V tabeli 4 so prikazane povprečne 
vsebnosti bakra, mangana in cinka. Razmerje, ki smo ga izračunali iz povprečnih 
koncentracij bi lahko služilo kot merilo avtentičnosti medu, saj se ohranja pri vseh 
botaničnih tipih. Kovine so med seboj v razmerju 1:2:0,3; Cu, Mn, Zn (Tabela 8). 
 
Tabela 8: Vsebnost Cu, Mn in Zn v različnih botaničnih tipih medu. Visoka vsebnost teh elementov se 
pojavi pri preiskovanih botaničnih tipih. Pri bakru je v tej tabeli prikazana koncentracija pri valovni dolžini 
324,754 nm?. 








akacija 0,287 0,640 0,030 1 : 2,23 : 0,10 
cvet 0,261 0,451 0,105 1 : 1,73 : 0,40 
gozd 0,288 0,444 0,109 1 : 1,54 : 0,38 
hoja 0,259 0,462 0,086 1 : 1,78 : 0,33 
kostanj 0,260 0,677 0,069 1 : 2,60 : 0,26 
 
 
V kostanjevem medu je koncentracija mangana izjemno visoka (povprečna koncentracija 
v vseh vzorcih je 0,67745 mg/100 g medu) (Slika 7). Tudi analiza varianc s testom Tukey 
HSD je pokazala, da se koncentracija mangana v kostanju statistično značilno razlikuje 
od koncentracije mangana v drugih vrstah medu in sicer je v primerjavi z gozdnim 
medom, kateri vsebuje najmanj mangana, skoraj polovico manjša koncentacija. 
Statistično značilne razlike v koncentraciji elementa med različnimi vrstami smo opazili 
še pri bakru, in sicer se pojavi razlika med cvetličnim in gozdnim medom (p=0,023), pri 
kaliju med akacijo in gozdnim (p=0,024), akacijo in hojo (p=0,007) ter akacijo in 
kostanjem (p=0,047). Razlika se pojavi tudi pri magneziju med gozdnim in akacijevim 
medom (p=0,018). 




Slika 7: Prikaz povprečnih vrednosti težkih kovin po posameznih botaničnih tipih medu. Povprečna 
vrednost elementa je podana v mg/100 g medu. Intervali napak zaradi preglednosti niso prikazani 
Pri določanju kovin v medu lahko opazimo očitno izstopanje vsebnosti kalija v primerjavi 
z Mg, Ca, Na. kar je razvidno iz grafa A na sliki 8 in na sliki 9. Ob primerjavi ostalih, 
vidimo primerjavo srednje vrednosti pri dveh različnih valovnih dolžinah za isti element. 
Opazimo lahko sicer razlike, ki pa statistično niso izrazite. 
Na grafu A je očitno, da med zemljo alkalijskimi kovinami prevladuje kalij. Vzrok je 
najverjetneje v hitrem izločanju kalija iz rastlin, kar je opisal že McLellan v svojih 
študijah42. Opazna je tudi sorazmerna povezava med magnezijem in kalijem, 
najverjetneje zaradi njunega sočasnega transporta iz rastlin, ki poteka ob aktivnem 
izločanju sladkorje42. Medtem pa na mobilnost kalcija ne vpliva noben drug kation in 
ostaja relativno nemobilen v rastlini. Sekrecijski mehanizmi preko nektarja se razlikujejo 
























































akacija cvet gozd hoja kostanj








Slika 9: Povprečna koncentracija zemljo alkalijskih kovin po posameznih botaničnih tipih medu. 
Povprečna vrednost elementa je podana v mg na 100g medu. 
Nizke vsebnosti kroma, kadmija, niklja in svinca so prisotne v vzorcih iz neonesnaženega 
okolja. Te kovine se pojavljajo v višjih koncentracijah v vzorcih iz občin z večjim 
prometnim in industrijskim onesnaženjem (Slika in Slika 11) . Od težkih kovin je bilo 
prisotnega največ svinca, sledita nikelj in kadmij. Največ svinca je bilo prisotnega v 




























akacija cvet gozd hoja kostanj
Slika 8: Graf kvantilov zemljoalkalijskih kovin v medu. Graf A prikazuje graf kvantilov vseh 
zemljoalkalijskih kovin, graf B pa služi za podrobnejšo primerjavo med ostalimi kovinami. 
A B 
Helena Jakše: Razvoj analiznih metod za določevanje analitov v medu 
31 
 
Glede na pridobljene rezultate lahko potrdimo hipotezo 1: Med bi lahko uporabili kot 
selektivni indikator onesnaženosti, glede na njegovo geografsko poreklo in zastopanost 
težkih kovin v posameznem vzorcu. 
Arzen ima vsekakor veliko potencialno nevarnost za zdravje saj tako trivalentni kot 
petvalentni arzen vplivata na procese povezane s prenosom energije v mitohondriju. As 
(V) kompetitivno tekmuje s fosfatom, s tem prepreči oksidativno fosforilacijo in prekine 
tvorbo adenozintrifosfata87. 
Kljub toksičnosti kovin, pa rezultati naših meritev ne presegajo priporočil o zgornji meji 
težkih kovin v medu, ki sta jih predpisali svetovna zdravstvena organizacija WHO, ki 










Slika 10: Na sliki so geografsko označena območja s povišanimi koncentracijami aluminija, 
kadmija in svinca. Vir: http://www.arcgis.com/home/webmap/viewer.html?useExisting=1  








Slika 11: Na sliki so geografsko označena območja s povišanimi koncentracijami arzena, 
kobalta in srebra. Vir: http://www.arcgis.com/home/webmap/viewer.html?useExisting=1 
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4.2 Rezultati NaDS PAGE analize in kvantifikacija ločenih peptidnih lis pri 
velikostih 5 kDa in 7 kDa 
 
Najprej smo pripravili 16% gel s 3 M sečnino in razmerjem akrilamid/bisakrilamid 29:1, 
vendar s takšno zamreženostjo nismo uspeli ločiti peptidov pod 10 kDa. Nato smo 
pripravili 14 % gel brez sečnine ter s 3 M in 6 M sečnino. Uspeli smo detektirati liso pri 
vzorcu matičega mlečka pri velikosti 7 kDa pri vseh koncentracijah sečnine. Pri vzorcih 
medu pa je bila vidna lisa 7 kDa le pri 6 M sečnini, kar potrdi da sečnina res omogoči 
boljšo resolucijo manjših peptidov. Nadaljevali smo z 12 % gelom in 6 M ureo.  
Na sliki 12 je lepo razvidna prisotnost proteinske lise pri velikosti 7 kDa in se je tudi 
močno obarvala s srebrovim barvilom. Velikost smo določili z nanosom 5 µL 
velikostnega standarda za tris-tricine PAGE. Barvanje smo namensko podaljšali, zato da 
bi intenzivneje obarvali tudi manjše peptide. Kljub šibkejši obarvanosti lise pri 5 kDa, 
nam jo je uspelo kvantificirati v programu QuantityOne. Migracija peptidne lise pri 5 kDa 
ustreza migraciji 5 kDa lisi pri matičnem mlečku, zato lahko upravičeno sklepamo, da ta 
lisa predstavlja denfensin 1.  
 
Slika 12: 12 % PAGE gel barvan s srebrom, stopnja zamreženosti 19:1 (AA:bisAA), 6 M sečnina, 10 
µL nanos. Na gelu so nanešeni vzorci medu (H-honey) 1-7 in 9-15, v osmi jamici pa je nanešena kontrola-
raztopina liofiziranega matičnega mlečka (RJ- royall jelly) s koncentracijo 10 mg/mL, kar predstavlja 0,75 
mg na nanos. Vidne so ločene lise pri velikosti 5 kDa in 7 kDa. Na gelu posamezni vzorci zaradi 
preglednosti niso označeni. 
 
 
H H RJ  H H H H H H H H H H H H 
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Po izvedbi NaDS-PAGE smo lise pri 5 kDa in 7 kDa kvantificirali v programu 
QuantityOne. Kvantifikacija je temeljila na znani koncentraciji matičnega mlečka (RJ). 
Na vsak gel smo nanesli 10 µL 1:10 redčene raztopine RJ, torej je koncentracija na gelu 
znašala 75 µg/nanos. QuantityOne izmeri intenziteto lise, lise pa smo nato kvantificirali 
tako, da smo glede na intenziteto lise pri standardu preračunali intenziteto signala pri 
vzorcih; v našem primeru je to RJ. Rezultat za posamezen vzorec smo podali kot delež 
koncentracije RJ. Pri izračunih smo upoštevali tudi to, da se masa nanešenega vzorca 
(7,083 mg) na gel razlikuje od mase RJ (0,075 mg).  
 
 
Slika 13: Razpon kvartilov za posamezen peptid v medu. Količina peptida je prikazana kot odstotek 
intenzitete 5 kDa lise v 75 µg matičnega mlečka (% ekv. RJ). 
S tehniko PAGE smo tako uspešno ločili peptide pod 10 kDa, vendar je ta metoda za 
kventifikacijo peptidov neprimerna zaradi visokega koeficienta variacije že pri dveh 
ponovljenih izvedbah in zaradi velikega medkvartilnega razpona, ki kaže na precej visoko 
negotovost glede koncentracije peptidov. Glede na povprečne vrednosti posameznega 
peptida v medu, lahko zaključimo, da med vsebuje več 7 kDa peptidne lise, saj je njegova 
vsebnost približno petkrat višja od vsebnosti 5 kDa peptidne lise (slika 13). Glede na to, 
da standardna deviacija predstavlja približno polovico povprečne vrednosti vsebnosti 

























Slika 14: Vsebnosti 5 kDa in 7 kDa peptidne lise v medu. Levi graf prikazuje povprečno vsebnost peptida 
s standardno napako povprečja, desni pa s standardno deviacijo. Količina peptida je prikazana kot odstotek 
intenzitete 5 kDa lise v 75 µg matičnega mlečka (% ekv. RJ). 
Zanimalo nas je ali se vsebnost obeh peptidov razlikuje glede na botanično vrsto medu 
(slika 15) in glede na geografsko poreklo (slika 16). 
Slika 15: Prikaz povprečne koncentracije peptidne lise 5 kDa in 7 kDa glede na botaničen izvor. 
Količina peptida je prikazana kot odstotek intenzitete 5 kDa lise v 75 µg matičnega mlečka (% ekv. RJ). 
 
Za analizo povezav med izvorom medu in vsebnostjo peptidov smo uporabili različne 
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spremenljivke z normalno porazdelitvijo in Kruskal-Wallis H test za spremenljivke, ki 
niso bile normalno porazdeljene.  
 
Slika 16: Povprečna vsebnost 5 kDa in 7 kDa peptidnih lis v medu različnega geografskega porekla. 




Cvetlični in kostanjev med vsebujeta največ 5 kDa peptidne lise in s statistično analizo 
smo ugotovili, da lahko kostanjev med ločimo od gozdnega in hojevega na podlagi 
vsebnosti 5 kDa peptidne lise (tabela 9). 
  
Tabela 9: p-vrednosti dvo-parametrične primerjave različnih botaničnih tipov za peptidno liso 5 
kDa. Med seboj se statistično značilno razlikuje le kostanjev in gozdni ter kostanjev in hojev (p = 0,008).  
Pri gozdu in hoji smo uporabili Mann-Whitney U test, pri ostalih pa t-test. 
botanični tip akacija cvet gozd hoja kostanj 
akacija - 0,145 0,802 0,732 0,024 
cvet - - 0,421 0,459 0,810 
gozd - - - 0,875 0,001 
hoja - - - - 0,008 
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Statistično značilne razlike v koncentraciji peptidov se pojavijo le med vzorci različnega 
botaničnega tipa, medtem ko med regijami ni statistično značilni razlik pri koncentraciji 
peptidnih lis 5 in 7 kDa (tabela 10). Z analizo varianc smo ugotovili, da se koncentracija 
peptidne lise pri 7 kDa med različnimi botaničnimi tipi medu bistveno ne razlikuje, saj 
med različnimi botaničnimi skupinami ni statistično značilne razlike (Tukey HSD, p > 
0,05). Razlike med geografskimi območji in koncentracijo peptidne lise 7 kDa smo 
analizirali z ANOVA, peptid 5 kDa pa z Kruskal-Wallis H testom, ker spremenljivka ni 
imela normalne porazdelitve. Oba testa sta pokazala da med različnimi geografskimi 
območji ni statistično značilnih razlik (tabela 10).  
Tabela 10: Prikaz rezultatov različnih statističnih testov za analizo varianc.  
Botanični tip 5 kDa 7 kDa 
ANOVA1 0,001 0,05 
Kruskal-Wallis H test2 - - 
Geografsko območje   
ANOVA 0,12 0,78 
Kruskal-Wallis H test 0,10 - 
 
S Spearmanovim rho koeficientom korelacije smo določili povezavo med koncentracijo 
peptida pri 5 in 7 kDa ter med ostalimi parametri, ki so bili določeni za posamezen vzorec 
(tabela 11). Izkazalo se je, da obstaja močna korelacija med peptidno liso 5 kDa in 
meritvami na elektrokemijskem detektorju ECD pri električnih potencialih 900 mV, 
300+900 mV in 300/900 mV (R = 0,38; 0,32; -0,33; p = 0,001). Srednje močna korelacija 
je opažena tudi pri F-C QUERC (R = 0,24, p = 0,03). Glede na izračune, peptidna lisa pri 
5 kDa korelira s parametri antioksidativnosti, kar kaže bodisi na antioksidativni potencial 
peptidov te lise, bodisi nek nepoznan skupni parameter. Pri peptidni lisi 7 kDa statistično 
značilna korelacija obstaja le s peptidno liso 5 kDa (R = 0,25; p = 0,02) medtem ko s 
HMF obstaja statistično značilna odsotnost korelacije(R = -0,030; p = 0,01).  
Tabela 11: Spearmanov korelacijski koeficienta za peptid 5 kDa. Spearmanov Rho korelacijski 
koeficient določamo med spremenljivkami, kjer vsaj ena nima normalne porazdelitve.. 








Spermanov Rho korelacijski 
koeficient 
0,25 0,24 0,38 0,32 -0,33 
p-vrednost 0,02 0,03 0,001 0,001 0,001 
 
Za oba peptida smo določili medkvartilni razpon tako za botanični kot tudi za geografski 
izvor. Iz slike 15 je razvidno, da obstaja razlika med kostanjem in ostalimi tipi medu, saj 
njegov graf kvartilov zajema precej drugačne vrednosti od ostalih. Podobno bi lahko 
trdili, da se akacija razlikuje v koncentraciji peptida 7 kDa (slika 15B), vendar razlike 
niso statistično značilne. Glede na razpršenost podatkov v sliki 14 lahko trdimo, da so 
koncentracije peptida 5 kDa pri vseh vzorcih akacijevega in hojevega medu podobne, saj 
imamo majhen medkvartilni razpon (IQRakacija = 0,03 in IQRhoja = 0,04). Med vsemi 
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meritvami je največja variabilnost podatkov pri peptidu 5 kDa glede na različno 
geografsko poreklo (slika 16A). Pri grafu 16B opazimo, da so mediane vseh skupin na 
istem nivoju in iz tega lahko sklepamo, da med skupinami ni razlik.  
Iz tega lahko sklepamo, da so obravnavani peptidi prisotni v vsakem tipu medu in da 
geografski izvor bistveno ne vpliva na razlike v koncentraciji prisotnih peptidov. 
 
Slika 17: Razpon koncentracij peptida glede na posamezno botanično poreklo. Graf A prikazuje 
medkvartilni razpon koncentracije peptidne lise pri 5 kDa, graf B pa medkvartilni razpon koncentracije 




Slika 18: Razpon koncentracij peptida glede na posamezno geografskoo poreklo. Graf A prikazuje 
medkvartilni razpon koncentracije peptidne lise pri 5 kDa, graf B pa medkvartilni razpon koncentracije 
peptidne lise pri 7 kDa. 
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Glede na izsledke iz literature43 bi lahko sklepali, da lisa pri velikosti 5 kDa pripada tudi 
apisiminu. V eni izmed študiji44 so namreč peptid, ki se je pojavil pri podobni velikosti 
analizirali z masnim spektrometrom in rezultati so pokazali, da gre za apisimin. Glede na 
to ugotovitev lahko s precejšno gotovostjo potrdimo tudi drugo hipotezo; hipoteza 2, ki 
trdi da so v medu prisotni peptidi, ki imajo antimikrobno aktivnost. 
Apisimin se nahaja v kompleksu z MRJP1 44 in pri pH 4,0 tvori proteinske fibrile, ki v 
matičnem mlečku omogočajo gosto strukturo za razvoj matice. Collison je leta 2015 v 
študiji s sodelavci dokazal, da se apisimin povečano izraža kot del naravne imunosti čebel 
ob stiku s pesticidi Clothianidin in Imidacloprid45. Na podlagi te študije smo želeli 
preveriti ali vsebnost peptidov korelira s prisotnostjo arzena, ki je v okolju prisoten ravno 
zaradi pesticidov. Z izračunom Spermanovega korelacijskega koeficienta smo ugotovili, 
da korelacije med koncentracijo arzena in vsebnostjo peptidov v medu ni (p>0,05). 
Smo pa opazili nekatere korelacije aluminija in svinca s koncentracijo peptidne lise pri 5 
kDa ter 7 kDa (tabela 12). Pri gozdnem medu je korelacija med peptidno liso 5 kDa in 
aluminijem (0,547; p = 0,003), ter med peptidno liso 7 kDa in svincem (0,436; p = 0,02). 
Pri hojevem medu je bila korelacija le med svincem in peptidno liso pri 5 kDa (0,778; p 
= 0,039). Peptidna lisa 7 kDa v kostanjevem medu korelira s koncentracijo aluminija v 
medu (0,661; p = 0,038). Pri akacijevim in cvetličnem medu nismo zaznali korelacij med 
vsebnostjo peptidov in koncentracijo kovin. 
 
Tabela 12: Rezultati statistične analize korelacij med koncentracijo aluminija in svinca pri različnih 
botaničnih tipih medu. Korelacije so določene s Spermanovim koeficientom korelacij pri aluminiju in s 
Pearsonovim koeficientom pri svincu. 
 Al Pb 
akacija - - 
cvetlični  - - 
gozd 0,547; p = 0,003 0,436; p = 0,02 
hoja - 0,778; p = 0,039 









V magistrskem delu nam je uspelo določiti vsebnosti Ag, As, Al, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, 
Pb, Zn, Ca, Fe, K, Mg in Na z optično emisijsko spektroskopijo z vzbujanjem v 
induktivno sklopljeni plazmi. Analizirali smo vzorce iz urbanih in ruralnih območij in 
ugotovili, da med koncentracijami težkih kovin iz različnih geografskih območij obstajajo 
statistično značilne razlike. Na podlagi tega lahko trdimo, da bi bil med lahko dober 
indikator za okoljski monitoring, predvsem glede vsebnosti svinca in aluminija.  
Poleg kovin, pa smo s semianalitsko metodo NaDS-PAGE določili manjše peptide v 
medu. V dosedanjih študijah so se raziskovalci osredotočali predvsem na proteine večje 
od 30 kDa, mi pa smo želeli ločiti ravno tiste, ki so manjši od 10 kDa. Z optimizacijo 
puferskega sistema, zamreženosti gela in z dodatkom uree nam je uspelo ločiti dve 
peptidni lisi pod 10 kDa, ki sta prisotni v medu. Zaradi nizkih koncentracij majhnih 
peptidov je detekcija z barvilom Coomassie Brilliant Blue prešibka zato smo izbrali 
barvanje s srebrom, ki nam omogoča barvanje zelo nizkih koncentracij peptidov, saj je 
občutljivost detekcije v tem primeru 50-krat višja. Z optimiziranimi pogoji barvanja smo 
uspeli obarvati ločeni peptidni lisi pri 5 kDa in 7 kDa ter ju kvantificirati glede na 
standard, v našem primeru je bila to raztopina matičnega mlečka. S statističnimi analizami 
smo pokazali, da se obe peptidni lisi v medu pojavljata neodvisno od geografskega 
območja, saj med vzorci ni bilo statistično značilnih razlik. Razlike v vsebnosti peptida 
pri različnem botaničnem izvoru pa smo opazili le pri peptidu 5 kDa. Med vsebnostjo 
peptidov in težkih kovin smo uspeli najti korelacije pri svincu in aluminiju in sicer pri 
gozdnem, hojevem in kostanjevem tipu medu. Glede na izračunane korelacijske faktorje 
bi lahko sklepali na to, da obstaja povezava med vsebnostjo nekaterih težkih kovin in 
prisotnostjo peptidov v medu. Kljub temu, da še ni potrjeno, kateri peptidi so prisotni v 5 
kDa peptidni lisi lahko na podlagi dosedanjih raziskav zaključimo, da lisa pri velikosti 5 
kDa pripada defenzinu-1 in domnevno tudi apisiminu. Peptidna lisa pri 7 kDa še vedno 
ni identificirana.  
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Ag Al As Cd 226 Co Cr 267 Cu 324 Cu 237 Mn Ni Pb Zn 
2017/0004 3 4000 0,011 0,472 0,000 0,000 0,016 0,001 0,310 0,046 0,654 0,044 0,000 0,136 
2017/0009 4 2390 0,015 0,275 0,000 0,006 0,000 0,002 0,300 0,068 0,451 0,060 0,000 0,180 
2017/0018 1 9000 0,007 0,000 0,037 0,000 0,004 0,010 0,233 0,000 0,052 0,015 0,050 0,010 
2017/0020 1 9220 0,012 0,000 0,034 0,000 0,024 0,000 0,269 0,020 0,033 0,000 0,041 0,038 
2017/0021 3 8340 0,007 0,326 0,050 0,003 0,038 0,012 0,403 0,162 0,509 0,110 0,023 0,177 
2017/0022 2 9232 0,012 0,079 0,000 0,000 0,040 0,001 0,257 0,001 0,248 0,000 0,000 0,026 
2017/0023 4 4207 0,011 0,280 0,000 0,001 0,006 0,000 0,328 0,086 0,433 0,018 0,014 0,153 
2017/0024 3 8000 0,020 0,167 0,116 0,000 0,012 0,000 0,255 0,011 0,348 0,010 0,000 0,012 
2017/0026 5 8297 0,009 0,040 0,000 0,000 0,027 0,000 0,272 0,031 0,941 0,013 0,077 0,081 
2017/0027 2 8295 0,015 0,070 0,000 0,001 0,043 0,007 0,268 0,041 0,235 0,052 0,055 0,085 
2017/0029 5 2205 0,020 0,041 0,066 0,000 0,014 0,000 0,247 0,009 1,690 0,000 0,000 0,017 
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2017/0030 1 9201 0,008 0,000 0,108 0,010 0,000 0,001 0,280 0,033 0,026 0,036 0,000 0,000 
2017/0031 3 3333 0,006 0,338 0,006 0,000 0,000 0,001 0,293 0,048 0,958 0,033 0,000 0,102 
2017/0032 3 2000 0,017 0,262 0,000 0,011 0,042 0,000 0,311 0,066 0,441 0,034 0,000 0,145 
2017/0033 4 2352 0,014 0,141 0,000 0,000 0,020 0,000 0,262 0,038 0,966 0,000 0,040 0,015 
2017/0034 5 9241 0,013 0,126 0,088 0,000 0,038 0,004 0,237 0,000 0,639 0,002 0,000 0,000 
2017/0037 2 6281 0,005 0,018 0,018 0,004 0,000 0,000 0,280 0,042 0,386 0,000 0,000 0,147 
2017/0039 2 3256 0,026 0,005 0,127 0,000 0,017 0,004 0,247 0,000 0,048 0,000 0,000 0,000 
2017/0040 2 8340 0,018 0,072 0,000 0,004 0,020 0,000 0,251 0,000 0,361 0,000 0,069 0,045 
2017/0041 5 2250 0,009 0,103 0,115 0,000 0,018 0,000 0,268 0,035 0,816 0,003 0,000 0,088 
2017/0043 5 3261 0,012 0,061 0,170 0,014 0,000 0,001 0,259 0,028 0,895 0,013 0,156 0,160 
2017/0044 3 1204 0,006 0,188 0,000 0,002 0,016 0,000 0,268 0,029 0,557 0,000 0,011 0,072 
2017/0046 3 1218 0,019 0,223 0,000 0,000 0,006 0,001 0,260 0,021 0,468 0,000 0,000 0,013 
2017/0047 3 4226 0,018 0,304 0,131 0,000 0,033 0,010 0,281 0,051 0,417 0,014 0,000 0,073 
2017/0049 3 3325 0,015 0,430 0,002 0,003 0,027 0,008 0,293 0,009 0,522 0,043 0,000 0,181 
2017/0050 4 1252 0,011 0,183 0,070 0,001 0,005 0,000 0,273 0,045 0,491 0,000 0,000 0,057 
2017/0051 3 1252 0,005 0,184 0,133 0,000 0,015 0,005 0,253 0,026 0,501 0,016 0,000 0,064 
2017/0053 3 3341 0,006 0,000 0,000 0,005 0,012 0,001 0,360 0,014 0,193 0,028 0,000 0,002 
2017/0054 3 1381 0,006 0,044 0,000 0,004 0,021 0,000 0,288 0,113 0,441 0,063 0,000 0,109 
2017/0055 3 1380 0,013 0,003 0,000 0,000 0,009 0,003 0,242 0,042 0,292 0,000 0,000 0,117 
2017/0058 2 3252 0,007 0,000 0,025 0,001 0,015 0,006 0,299 0,000 0,105 0,000 0,000 0,126 
2017/0059 3 3342 0,014 0,128 0,175 0,004 0,000 0,007 0,240 0,048 0,741 0,068 0,000 0,024 
2017/0060 2 2284 0,006 0,000 0,008 0,000 0,036 0,000 0,274 0,018 0,045 0,000 0,000 0,028 
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2017/0061 2 2270 0,005 0,000 0,014 0,004 0,018 0,001 0,272 0,022 0,152 0,000 0,000 0,045 
2017/0065 3 2000 0,006 0,120 0,004 0,002 0,035 0,000 0,276 0,033 0,379 0,026 0,012 0,085 
2017/0066 3 3212 0,013 0,207 0,000 0,000 0,042 0,004 0,289 0,024 0,429 0,065 0,000 0,076 
2017/0072 4 4000 0,009 0,303 0,017 0,005 0,002 0,000 0,292 0,046 0,399 0,000 0,011 0,131 
2017/0073 3 1311 0,008 0,163 0,123 0,007 0,021 0,000 0,278 0,034 0,438 0,000 0,000 0,128 
2017/0075 3 1292 0,016 0,154 0,000 0,000 0,014 0,001 0,244 0,055 0,542 0,013 0,010 0,150 
2017/0076 3 1315 0,007 0,000 0,000 0,012 0,026 0,000 0,293 0,000 0,019 0,000 0,000 0,022 
2017/0077 3 4227 0,017 1,011 0,000 0,000 0,044 0,000 0,303 0,054 0,523 0,003 0,000 0,076 
2017/0080 3 4246 0,017 0,145 0,050 0,000 0,035 0,000 0,274 0,064 0,558 0,000 0,025 0,124 
2017/0081 5 4224 0,015 0,114 0,028 0,000 0,008 0,004 0,299 0,028 1,599 0,000 0,000 0,044 
2017/0083 4 4220 0,003 0,202 0,000 0,006 0,022 0,008 0,343 0,053 0,419 0,010 0,000 0,138 
2017/0084 3 4224 0,015 1,407 0,140 0,000 0,051 0,000 0,274 0,095 0,389 0,037 0,000 0,104 
2017/0086 3 2341 0,016 0,319 0,023 0,003 0,037 0,004 0,324 0,029 1,082 0,010 0,054 0,107 
2017/0087 3 2344 0,022 0,469 0,000 0,012 0,012 0,002 0,315 0,082 0,564 0,056 0,000 0,170 
2017/0090 3 1351 0,013 0,047 0,000 0,000 0,033 0,007 0,314 0,079 0,362 0,000 0,000 0,354 
2017/0095 3 3342 0,001 0,143 0,000 0,000 0,041 0,000 0,247 0,076 0,487 0,009 0,000 0,348 
2017/0099 3 1430 0,014 0,028 0,023 0,004 0,022 0,000 0,257 0,000 0,322 0,001 0,004 0,075 
2017/0103 5 1230 0,004 0,129 0,034 0,000 0,029 0,000 0,255 0,025 1,645 0,011 0,126 0,060 
2017/0104 2 1000 0,000 0,027 0,000 0,002 0,015 0,000 0,246 0,000 0,181 0,000 0,030 0,041 
2017/0107 4 1230 0,011 0,184 0,030 0,005 0,055 0,009 0,260 0,011 0,516 0,032 0,034 0,073 
2017/0108 3 1310 0,014 0,163 0,000 0,000 0,010 0,000 0,275 0,044 0,323 0,030 0,000 0,139 
2017/0110 5 9264 0,013 0,044 0,000 0,002 0,029 0,000 0,253 0,000 1,774 0,018 0,018 0,019 
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2017/0111 5 3270 0,016 0,146 0,015 0,002 0,005 0,013 0,241 0,030 1,072 0,041 0,000 0,088 
2017/0114 5 3270 0,001 0,000 0,003 0,000 0,012 0,007 0,256 0,012 0,390 0,000 0,026 0,001 
2017/0115 2 3270 0,006 0,000 0,124 0,000 0,043 0,000 0,233 0,000 0,128 0,014 0,000 0,000 
2018/01 4 8333 0,013 0,000 0,213 0,000 0,025 0,000 0,313 0,022 0,108 0,000 0,000 0,019 
2018/02 2 8283 0,018 0,068 0,021 0,000 0,012 0,000 0,258 0,020 0,489 0,072 0,000 0,064 
2018/03 2 5280 0,013 0,470 0,256 0,005 0,005 0,004 0,309 0,064 0,107 0,031 0,000 0,053 
2018/04 2 5280 0,019 0,000 0,056 0,000 0,033 0,000 0,292 0,017 0,032 0,000 0,000 0,004 
2016/01 3 2393 0,008 0,522 0,021 0,013 0,002 0,000 0,295 0,073 0,560 0,012 0,000 0,153 
2016/02 3 2390 0,007 0,339 0,065 0,000 0,033 0,004 0,284 0,044 0,485 0,055 0,000 0,086 
2016/03 2 3325 0,020 0,175 0,195 0,019 0,045 0,002 0,276 0,039 0,512 0,000 0,000 0,838 
2016/04 3 1420 0,021 0,240 0,015 0,000 0,017 0,004 0,266 0,046 0,521 0,027 0,000 0,147 
2016/05 3 1410 0,012 0,050 0,000 0,000 0,017 0,007 0,224 0,032 0,383 0,000 0,000 0,108 


































2017/0004 3 4000 17,809 14,579 0,638 3,096 2,881 122,617 127,095 7,896 7,587 0,734 0,000 
2017/0009 4 2390 15,672 12,737 1,211 2,943 2,815 96,143 98,695 4,951 4,734 0,253 0,000 
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2017/0018 1 9000 14,986 12,159 1,565 3,060 2,779 8,770 7,296 0,326 0,291 0,000 0,000 
2017/0020 1 9220 19,363 15,785 0,333 2,989 2,616 12,941 11,029 0,909 0,837 0,307 0,469 
2017/0021 3 8340 22,569 18,297 0,848 2,952 2,792 136,394 141,408 8,421 8,052 0,940 0,219 
2017/0022 2 9232 18,065 14,564 0,917 3,470 2,668 40,763 41,953 1,134 1,073 0,717 0,000 
2017/0023 4 4207 15,235 12,272 0,415 3,084 2,796 104,727 108,294 5,402 5,176 0,075 0,924 
2017/0024 3 8000 17,502 14,164 0,931 2,871 2,606 97,397 101,057 4,724 4,530 1,375 0,457 
2017/0026 5 8297 17,388 14,060 0,251 2,921 2,851 126,176 131,005 4,321 4,151 0,954 0,171 
2017/0027 2 8295 17,701 14,260 0,610 3,138 2,553 75,484 78,739 2,958 2,846 0,697 0,000 
2017/0029 5 2205 28,265 23,012 0,922 3,116 2,928 172,241 179,981 2,906 2,764 0,047 0,000 
2017/0030 1 9201 15,494 12,415 0,709 2,870 2,209 6,787 4,744 0,445 0,418 0,000 0,000 
2017/0031 3 3333 20,176 16,304 0,311 3,677 3,422 171,072 179,964 8,607 8,224 0,249 0,000 
2017/0032 3 2000 18,111 14,549 0,435 2,906 2,311 102,841 107,784 5,397 5,170 0,047 0,000 
2017/0033 4 2352 26,015 21,101 0,000 3,022 3,037 179,387 187,557 5,587 5,355 0,427 7,746 
2017/0034 5 9241 19,711 15,899 0,839 3,378 2,977 84,277 87,625 1,684 1,612 8,358 0,148 
2017/0037 2 6281 17,728 14,268 0,458 2,979 2,279 102,419 105,931 7,238 6,911 0,653 1,554 
2017/0039 2 3256 19,688 15,839 0,516 2,889 2,658 35,023 35,406 1,166 1,115 1,993 0,000 
2017/0040 2 8340 25,531 20,625 0,416 3,380 3,142 64,286 64,739 4,191 4,041 0,197 0,083 
2017/0041 5 2250 23,221 18,847 0,552 2,571 2,511 107,881 112,231 3,542 3,414 0,609 0,114 
2017/0043 5 3261 23,595 19,087 0,795 3,136 2,486 150,752 158,589 3,776 3,615 0,604 4,028 
2017/0044 3 1204 19,884 16,053 0,771 3,000 2,828 153,008 158,991 7,981 7,653 4,340 0,118 
2017/0046 3 1218 14,874 11,887 0,858 3,076 2,637 104,601 108,758 5,023 4,800 0,656 0,430 
2017/0047 3 4226 17,719 14,254 0,261 2,979 3,033 117,870 122,458 5,503 5,265 0,943 0,000 
2017/0049 3 3325 16,901 14,417 0,843 2,651 2,195 138,265 141,311 4,501 4,394 0,435 0,000 
2017/0050 4 1252 11,759 9,345 0,910 3,383 2,721 158,469 165,593 7,979 7,620 0,356 0,000 
2017/0051 3 1252 16,818 13,479 0,567 2,857 2,592 84,217 88,042 1,292 1,237 0,433 0,000 
2017/0053 3 3341 12,422 9,917 0,921 2,989 2,628 138,776 145,477 8,647 8,230 0,016 3,977 
2017/0054 3 1381 14,030 11,225 0,894 3,224 2,705 98,204 102,361 6,513 6,169 0,313 0,304 
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2017/0055 3 1380 14,522 11,553 0,602 3,079 2,193 41,106 40,939 1,601 1,518 4,269 0,000 
2017/0058 2 3252 12,436 9,921 0,852 2,942 3,249 230,939 243,304 11,520 11,002 0,829 1,127 
2017/0059 3 3342 15,971 12,746 0,682 3,186 2,674 33,373 31,829 1,670 1,571 0,173 0,973 
2017/0060 2 2284 14,113 11,284 0,869 3,106 2,997 51,861 52,194 1,929 1,843 1,550 0,000 
2017/0061 2 2270 14,402 11,451 0,895 3,062 2,444 113,131 118,465 5,509 5,250 1,442 0,174 
2017/0065 3 2000 12,894 10,311 1,053 3,081 2,721 124,696 130,408 5,606 5,355 0,386 0,000 
2017/0066 3 3212 12,170 9,581 0,929 2,972 2,642 77,752 80,762 4,145 3,929 0,701 0,489 
2017/0072 4 4000 15,821 12,652 0,507 3,172 2,680 131,724 137,117 6,567 6,280 0,000 0,000 
2017/0073 3 1311 12,595 9,988 0,375 3,245 2,826 108,545 113,390 5,897 5,610 0,976 0,000 
2017/0075 3 1292 13,715 10,873 0,137 2,898 2,856 23,579 22,260 1,157 1,076 0,000 0,000 
2017/0076 3 1315 13,765 10,988 0,896 3,081 2,508 163,116 170,269 7,762 7,382 0,349 0,000 
2017/0077 3 4227 14,733 11,704 1,441 3,087 2,884 132,601 139,303 9,051 8,565 0,398 0,492 
2017/0080 3 4246 18,109 14,512 1,747 3,175 2,623 189,986 199,727 4,126 3,929 0,070 0,000 
2017/0081 5 4224 13,949 11,112 0,413 2,935 2,521 77,595 81,053 4,835 4,575 1,009 0,000 
2017/0083 4 4220 9,743 7,658 0,783 3,124 2,918 143,651 150,324 3,892 3,714 0,000 0,000 
2017/0084 3 4224 16,606 13,239 0,732 3,212 2,885 150,655 158,205 5,301 5,068 0,224 0,000 
2017/0086 3 2341 13,475 10,701 0,000 2,971 2,447 115,681 121,250 7,135 6,839 0,297 0,389 
2017/0087 3 2344 12,811 10,146 0,495 3,319 2,871 139,788 145,805 7,104 6,742 0,000 2,231 
2017/0090 3 1351 14,493 11,523 1,181 2,978 2,581 127,092 133,446 6,534 6,246 0,924 0,210 
2017/0095 3 3342 17,913 14,299 0,914 3,067 3,023 67,900 68,340 2,668 2,537 2,609 0,020 
2017/0099  3 1430 15,366 12,738 0,756 3,216 2,757 72,406 72,922 2,651 2,565 0,888 0,956 
2017/0103 5 1230 14,157 11,222 0,631 3,232 3,082 130,608 136,432 6,740 6,425 0,561 0,000 
2017/0104  2 1000 14,523 11,929 0,760 2,965 2,607 46,644 46,522 2,284 2,199 0,540 0,000 
2017/0107 4 1230 19,034 15,235 1,066 2,533 2,740 102,003 106,304 2,184 2,055 1,402 0,394 
2017/0108 3 1310 17,088 13,590 0,094 3,375 2,626 124,896 130,738 4,270 4,050 0,363 2,830 
2017/0110 5 9264 18,751 15,017 0,690 2,885 2,940 134,918 141,658 2,460 2,323 0,553 3,839 
2017/0111 5 3270 15,169 12,052 0,992 3,351 2,481 52,241 52,961 1,067 0,993 0,937 0,299 
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2017/0114 5 3270 15,334 12,137 0,659 2,916 2,900 40,587 39,667 1,203 1,135 3,210 3,000 
2017/0115 2 3270 15,639 12,317 0,584 3,241 2,150 41,008 40,677 1,144 1,051 4,205 3,020 
2018/01 4 8333 16,208 12,863 0,843 3,045 2,497 118,375 124,238 2,657 2,552 3,379 4,145 
2018/02 2 8283 13,350 10,585 1,120 3,531 3,165 41,473 41,176 0,673 0,609 0,816 0,000 
2018/03 2 5280 15,534 12,356 0,578 2,595 2,171 105,543 110,745 6,327 6,010 0,350 1,391 
2018/04 2 5280 14,704 11,707 0,537 3,030 3,100 120,455 125,568 7,458 7,139 4,467 0,000 
2016/01 3 2393 12,988 10,272 1,522 3,427 2,811 85,992 89,391 3,536 3,376 0,000 0,161 
2016/02 3 2390 11,233 8,866 0,474 2,840 2,306 115,732 119,941 7,078 6,744 1,832 1,547 
2016/03 2 3325 14,780 11,691 0,296 3,032 2,922 74,160 76,864 3,532 3,365 0,492 0,029 
2016/04 3 1420 14,995 11,861 0,912 3,253 2,817 24,995 23,881 1,171 1,114 0,717 12,601 
2016/05 3 1410 18,042 14,325 0,538 3,070 2,560 5,748 2,982 2,742 2,605 1,983 -0,619 
2018/05 2 3000 23,312 18,653 1,409 2,964 2,701 225,315 237,707 23,514 22,395 0,261 3,398 
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Slika 19 Umeritvena krivulja za Ag 328, 068. 
 
 
Slika 20 Umeritvena krivulja za Al 396, 152 nm





































Slika 21 Umeritvena krivulja za As 197, 198 nm. 
 
 
Slika 22 Umeritvena krivulja za Cd 226, 502 nm. 
 
 






































Slika 23 Umeritvena krivulja za Co 238, 892 nm. 
 
Slika 24 Umeritvena krivulja za Cr 267, 716 nm. 
 








































Slika 25 Umeritvena krivulja za Cu 324, 754 nm. 
 
Slika 26 Umeritvena krivulja za Cu 327, 395 nm. 









































Slika 27 Umeritvena krivulja za Mn 257, 610 nm. 
 
 
Slika 28 Umeritvena krivulja za Ni 231, 604. 
 







































Slika 29 Umeritvena krivulja za Pb 220, 353 nm. 
 
 
Slika 30 Umeritvena krivulja za Zn 213, 857 nm. 
 
 














































Slika 32 Umeritvena krivulja za Fe 238,204 nm. 
 
 














































Slika 34 Umeritvena krivulja za Ca 396,847 nm. 
 







































Slika 35 Umeritvena krivulja za Ca 393, 366 nm. 
 
 
Slika 36 Umeritvena krivulja za Mg 279, 553 nm. 







































Slika 37 Umeritvena krivulja za Mg 280, 270 nm. 
 
 
Slika 38 Umeritvena krivulja za K 766, 491 nm. 
 







































Slika 39 Umeritvena krivulja za K 769 nm. 
 
 
Slika 40 Umeritvena krivulja za Na 588,995 nm. 
 














































Slika 41 Umeritvena krivulja za Na 589,592 nm 
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